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Uber den Kieselsiuregehalt des menschlichen Blutes und 
seine Verdnderung durch Kieselsdurezufuhr. 
Von 


Heinrich Kraut. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Miinster.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Oktober 1930.) 


Die erste systematische Untersuchung des Kieselsiiuregehaltes 
von menschlichen und tierischen Geweben hat vor 30 Jahren 
Hugo Schulz?) ausgefiihrt. Er fand in der Asche aller unter- 
suchten Organe zwischen 0,1 und 0,5°/, SiO,; am meisten war 
in bindegewebsreichen Organen vorhanden, so dab er zu dem 
wichtigen SchluB gelangt, der Kieselsiuregehalt in den einzelnen 
Organen hinge direkt von ihrem Bindegewebsgehalt ab. In den 
Arbeiten M. Gonnermanns iiber die Biochemie der Kiesel- 
siure ist die Untersuchung auch auf den Kieselsiiuregehalt des 
Blutes ausgedehnt worden. An den zwei von ihm untersuchten 
Proben menschlichen Blutes fand er 2,357) und 2,26°/,%) der 
Asche, wahrend eine iltere Analyse von EK. Witting‘) 0,53 °/, 
SiO, in der Blutasche eines Patienten aufweist. 

Fiir die Therapie der Kieselsiure, die in neuerer Zeit wieder 
erhéhte Beachtung findet, und iiber die eine Monographie von 
A. Kiihn‘) eingehend berichtet, ist es von besonderer Bedeutung, 
die Aufnahme der zugefiihrten Kieselsiure zu kennen, was am 
sichersten durch Beobachtung des Kieselsiuregehaltes im Blut 


1) Pfliigers Arch. S4, 67 (1901) (daselbst findet sich eine vollstiindige 
Ubersicht der vereinzelten Analysen aus der ilteren Literatur); Pfliigers 
Arch. 89, 112 (1902); 131, 447 (1910); 144, 346 (1912). 

2) Diese Z. 99, 257 (1917). 

8) Diese Z. 111, 32 (1920). 

*) Arch. f. exper. Path. 140, 155 (1857). 

5) A. Kiihn, Die Kieselsiiure, Stuttgart 1926. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIV. 6 
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geschieht. So hat z. B. R.Gonnermann!) an einem von A. Kiihn?) 
mit Kieselsiuretabletten behandelten Patienten eine Vermehrung 
der Kieselsiure in der Blutasche von 2,26 auf 2,65 °/, fest- 
gestelit. 

Die Untersuchungen, iiber deren medizinischen Teil R.H. Kranz- 
felder in der Zeitschrift fiir Tuberkulose berichtet, sind in der 
Hauptsache an Tuberkulésen ausgefiihrt, um den EinfluB der 
Kieselsiurezufuhr auf die Heilung zu studieren. Bei den spir- 
lichen Angaben der Literatur iiber den Kieselsiiuregehalt des 
menschlichen Blutes war es aber notwendig, zum Vergleich auch 
Analysen des Blutes von gesunden Menschen heranzuziehen. Die 
Methode der Kieselsiiurebestimmung, deren sich H. Schulz und 
mit einigen Abinderungen auch R. Gonnermann, sowie 
O. Riesser und Br. Kindt*) bedienen, nimlich trockene Ver- 
aschung, Behandlung der Asche mit Salzsiiure, Isolierung und 
Wiigung der Kieselsiure, liBt sich auf Serienversuche von Blut- 
analysen nicht anwenden. Sie erfordert zu viel Zeit und vor 
allem zu viel Blut (z. B. 50 ccm), um wiederholte Analysen an 
derselben Versuchsperson auszufihren. Wir isolieren daher durch 
nasse Veraschung mit Salpetersiure und Schwefelsiéure die an- 
organischen Bestandteile des Blutes, wobei fliichtige Siuren durch 
Schwefelsiiure ersetzt werden, und bestimmen danach die Kiesel- 
siiure durch Abrauchen mit FluBsiure aus der Gewichtsdifferenz. 
Das Verfahren gestattet die Bestimmung des Kieselsiuregehaltes 
in einer Probe von nur 5ccm Blut mit einer Genauigkeit von 
+2°/. Man erfihrt unter diesen Umstinden nicht das zum 
Vergleich sonst herangezogene, iibrigens schwer genau bestimm- 
bare Gewicht des Gliihriickstandes, aber die exakt feststellbare 
Menge der gliihbestindigen Sulfatasche erscheint als ein ge- 
eignetes Vergleichsobjekt fiir den Gehalt des Blutes an Kiesel- 
siiure. Die Schwankungen des Kieselsiuregehaltes derselben Ver- 
suchspersonen sind niimlich viel geringer, wenn man den Kiesel- 
siiuregehalt auf das Gewicht der durch die nasse Veraschung 
erhaltenen anorganischen Verbindungen bezieht, als beim Bezug 
auf dasselbe Blutvolumen. Offenbar ist das Verhiltnis der Blut- 
bestandteile zueinander ein konstanteres als das von wechselnder 
Aufnahme und Abgabe beeinflu8te Gesamtvolumen der Blut- 


1) Diese Z. 111, 32 (1920). 

*) Vgl. 8.45 der zitierten Monographie. 

5) Br. Kindt, Diese Z. 174, 28 (1928); O. Riesser u. Br. Kindt, 
Diese Z. 174, 40 (1928). 
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fliissigkeit, von dem die Konzentration jedes Blutbestandteiles 
beeintiuBt wird. Infolge dieser Feststellung sind die folgenden 
Vergleiche in der Hauptsache auf den Kieselsiiuregehalt der 
Sulfatasche bezogen, wihrend nur in den Tabellen auch noch 
die in 100ccm Blut gefundenen Kieselsiiuremengen verzeichnet sind. 


i. 


Die Blutanalysen von 23 gesunden Menschen, die noch nie 
wegen tuberkuléser Erkrankungen in Behandlung waren, sind in 
der Tab. 1 verzeichnet. In 5 ccm fanden sich 32,8—54,5 mg 
Sulfatasche und 0,51—1,46 mg Si0,. Der Kieselsaiuregehalt der 
Asche schwankt zwischen 1,16—3,02°/,, also in sehr weiten 
Grenzen. Er betragt im Durchschnitt 1,74 °/,; zwischen 1,57 und 
1,92°/, SiO,, d.h. innerhalb +10°/, des Mittelwertes liegt die 
Hilfte der Analysen. In 100 ccm Blut besaBen diese 23 Ver- 
suchspersonen durchschnittlich 16,0 mg Kieselsiiure. 

Der Vergleich mit den Angaben der Literatur ]iBt sich nur 
der GréBenordnung nach durchfihren. In 3 Proben?) fanden wir 
das Gewicht der Sulfatasche um 26—30°/, hoher als das der 
durch Vergliihen erhaltenen anorganischen Substanz. Danach 
wirde dem Durchschnittswert von 1,74°/, der Sulfatasche ein 
Durchscbnitt von 2,23°/, SiO, in gewodhnlicher Blutasche ent- 
sprechen. Die beiden Analysen von R. Gonnermann fallen also 
in die Grenzen unserer Befunde, wihrend der von EK. Witting 
angegebene pathologische Wert noch nicht die Hilfte unseres 
niedrigsten erreicht. 

Fiir die physiologische Bedeutung der Kieselsiiure, wie fiir 
die Beurteilung des therapeutischen Wertes der Kieselsiurezufuhr 
ist die Feststellung von groBer Wichtigkeit, daB der menschliche 
Organismus den Kieselsiuregehalt der Blutasche iiber lingere 
Zeitriume in ganz engen Grenzen konstant hilt. 13 der 23 Be- 
stimmungen an normalen Menschen haben wir in Abstiinden von 
4 Wochen bis 4 Monaten wiederholt und dabei als gréBte Ab- 
weichung 4°/, der ersten Bestimmung gefunden. In einem Bei- 
spiel, in dem die Kieselsiiurezufuhr eine Stérung des normalen 
Wertes fiir lingere Zeit bewirkt hatte (Nr. la und 1b der Tab. 1 





1) 3 ecem Blut von: 
Nr. 1 der Tab. 1 gaben 19,44 mg Gliibriickst. u. 25,47 mg Sulfatasche 
» = # » 1 4, 19,43 mg - » 24,83 mg - 
» 14 ,, » 1 5 16,25 mg ” », 20,48 mg ” 
G* 
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Tabelle 1. 
Kieselsiiuregehalte des Blutes gesunder Menschen. 

Ter der mg Asche} mg SiO, | mg SiO, | mg SiO, 

Versuchsperson Bi b in 5eem | in 5cem Jin 100ccm] in 100 mg 
seme Blut Blut Blut Asche 
1 H.K. #@ | a) 24.9. 29 | 49,54 0,72 144 | 1,46 
b) 31.10. 29 48,61 0,69 13,8 1,42 
2. E. B. ¢& a) 27. 1. 30 47,94 0,90 18,0 1,88 
b) 12. 5. 30 43,80 0,83 16,3 1,88 
3. F.B. g& | a) 27.1. 30 | 46,88 0,81 16,1 1,72 
b) 7. 5. 30 36,17 0,60 12,1 1,67 
4,H.B. & | a) 3.5. 80 | 51,15 0,74 14,7 1,44 
b) 17. 6. 30 43,58 0,66 13,1 1,50 
5. H. H. oF a) . 5. 30 47,74 0,67 13,5 1,41 
b) 8.10. 30 46,90 0,69 13,8 1,48 
6. BE. & | a) 8.5. 80 | 47,15 0,89 17,7 1,88 
b) 18. 6. 30 | 51,82 0,96 19,1 1,85 
. FM. ¢ 9.5. 80 | 44,27 0,80 16,1 1,81 
. E. Bm. 3 14. 5. 30 40,80 0,58 11,6 1,42 
9J.F. o a) 20. 5. 30 40,17 0,66 13,2 1,64 
b) 7.10. 30 | 40,50 0,67 13,4 1,65 
10. K.F. ¢ 22.5. 30 | 46,21 1,01 20,1 2,18 
11.0. G. ¢ a) 23. 5. 30 47,48 1,06 21,2 2,23 
b) 9.10. 30 | 49,30 1,12 22,5 2,28 
12. E,W. & 7.11. 29 42,08 0,58 11,6 1,39 
18. U.G. 9 a) 28. 4. 30 50,94 0,98 19,6 1,92 
b) 16. 6. 30 | 54,53 1,11 20,3 1,86 
14.1.G. 9 a) 8.5. 30 45,36 0,76 15,1 1,67 
b) 5. 8 80 | 48,00 0,82 16,5 1,72 
15. R.E. 2 | a) 13. 5. 30 48,33 1,46 29,2 3,02 
b) 25. 9. 80 | 32,80 0,99 19,8 3,02 
16.E.L. @ | a) 14. 5. 30 45,11 0,82 16,5 1,82 
b) 25 9. 30 42,25 0,80 16,0 1,89 
17. M.S. 9 a) 22. 5. 30 43,95 0,51 10,2 1,16 
b) 9.10. 30 50,30 0,59 11,78 1,17 
18. E.S. 9 16. 5. 30 | 47,09 0,85 17,0 1,81 
19. E. Sch. 9 25. 9. 30 43,60 0,66 13,2 1,51 
20. LR. 2 25.9. 30 | 43,20 0,84 16,7 1,94 
21. A. H. gf 8.10. 30 44,75 0,50 10,6 1,12 
22. E.G. 6 . 10. 30 45,20 0,86 17,1 1,89 
23. C.K. 9 16.10. 30 | 46,70 0,87 17,4 1,86 
Durchschnitt: 16,0 | 1,74 
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und Tab. 4) stellte sich schlieBlich wieder der urspriingliche Wert 
ein, der */, Jahre vorher zum ersten Male bestimmt worden war. 
Die Konstanz des Kieselsiiuregehaltes ist um so auffallender, als 
die Unterschiede zwischen verschiedenen Menschen so grobe Be- 
trige erreichen. Man mu daraus schlieBen, daB diese Unter- 
schiede nicht auf einer zufilligen und voriibergehenden Melr- 
aufnahme von Kieselsiure aus der Nahrung beruhen, sondern 
daB verschiedene Menschen dauernd einen bestimmten und zwar 
von einander verschiedenen Gehalt an Kieselsiiure besitzen. 


Wesentlich gréBer erscheinen die Schwankungen auch beim 
einzelnen Menschen, wenn man sie nicht auf die Sulfatasche, 
sondern auf ein bestimmtes Blutvolumen bezieht. Z. B. waren 
bei Nr. 3a in 100 ccm Blut 16,1 mg SiO,, in 100 mg Asche 
1,72 mg. 4 Monate spiter (Nr. 3b) fanden sich in 100 ccm Blut 
12,1 mg SiO,, in 100 mg Asche 1,67 mg. Wéahrend also der 
Kieselsiuregehalt der Asche sich nur um 3°/, geiindert hatte, 
welcher Betrag noch in die Fehlergrenzen der Bestimmungs- 
methode fiallt, ist die Anderung, bezogen auf das gesamte Blut, 
25°/,. Bei Nr. 6a und 6b weist der Kieselsiiuregehalt des ge- 
samten Blutes eine Steigerung um 8°/, auf, wihrend der der 
Asche eine minimale Abnahme erfahren hatte. 


Im Blut von 55 Patienten mit Lungentuberkulose fanden wir 
einen Durchschnitt von 1,99°/, der Sulfatasche an Kieselsiure, 
das ist 0,25°/, mehr als in dem der normalen Menschen (vgl. 
Anfangswerte der Tabb. 2 und 3). Das Material, vor allem das 
von normalen, ist noch nicht umfangreich genug, um die GréBe 
der Differenz zwischen dem Kieselsiiuregehalt des Blutes von 
normalen und von tuberkulésen Menschen anzugeben, zumal die 
Streuung auch bei den Tuberkulésen eine sehr betriichtliche ist. 
Dem niedrigsten Wert von 1,07°/, SiO, in der Sulfatasche steht 
der héchste mit 4,02°/, gegeniiber, und im Abstand von +10°/, 
des Durchschnittswertes, also zwischen 1,80 und 2,20°/,, liegen 
nur 15 der 55 Bestimmungen. 


Il. 


Fiir die Zufuhr von Kieselsiure haben wir 2 Wege eingeschlagen. 
Wir wahlten fiir die perorale Darreichung das pharmazeutische 
Priparat Silistren, einen Kieselsiureglykolester, in der iiblichen 
Dosierung. Das sind 24 Tage lang 3 mal tiglich 2U Tropfen auf 
1 Glas Wasser, zusammen ungefibr 10 g SiO,. Der Kieselsiiure- 
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Tabelle 2. 


Kieselsiuregehalte des Blutes von Tuberkulésen vor und nach Einnahme 
von Silistren (10 g SiO, in 4 Wochen). 





Versuchs- 


person 


i | 
. 


+1 


> 


10. 


11. 


13. 


14, 


. Ba. 





Zeit der Blutentnahme 


in bezug 


auf die Behandlung 


vorher 

2 Tage nach AbschluB 
vorher 

2 Tage nach AbschluB 
4 Woch. ,, ” 
vorher 

2 Tage nach AbschluB 
4Woch. ,, - 

8 ” ” ” 
vorher 

2 Tage nach Abschlub 
4Woch. ,, - 

8 ” ”? ” 
vorher 

2 Tage nach Abschlu8 
vorher 

2 Tage nach AbschluB 
vorher 

2 Tage nach AbschluB 
4 Woch. ,, bs 
vorher 

2 Tage nach AbschluB 
vorher 

2 Tage nach AbschluB8 
vorher 

2 Tage nach AbschluB 
4 Woch. ,, ™ 
vorher 

2 Tage nach AbschluB 
4 Woch. ,, m 
vorher 

2 Tage nach AbschluB 
4 Woch. ,, - 
vorher 

2 Tage nach AbschluB 
vorher 

2 Tage nach AbschluB 





09 ccm 


Blut 


mg Asche 


in 


53,07 
46,66 
46,88 
48.91 
43,82 
48,86 
40,53 
46,27 
49,30 
45,40 
34,51 
33,72 
44,05 
40,95 
40,27 


39,02 
41,15 
44,85 


40,99 
43,90 


47,82 
38,90 


47.43 
43,82 
47,26 
42,58 
43,55 
34,00 
41,09 
47,66 
51,08 
53,78 
41,99 
47,63 
49,71 


46,88 
43,62 





mg SiO, 

in 5 eem 
Blut 

mg SiO, 

in 100 ecm | 





Blut 
mg SiO, 
in 100 mg 


15,0 
34,8 
18,0 
39,5 
16,2 


10,5 
30,9 
15,7 
11,9 
20,3 
17,6 
15,0 
19,2 
14,5 
13,7 


16,9 


29,2 


15,4 
10,4 
15,1 
30.2 
45,3 
11,0 

9,3 


13,8 
15,2 
13,2 


Fy 


7,5 
14,6 
11,2 
14,0 
18,0 
12,3 
13,9 
19,4 
14,7 
26,5 





| 
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Doel 
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T eaj > = a ” E ” ad 
- Zeit der Blutentnahme a & Sof lise lose 
Versuchs- . SSe l= Sols PCel= FZ 
in bezug 4k oe i Rei S & 
erson ‘ heey to Sl wm] to 
auf die Behandlung =~ 4 6.6 _? = Hen, 
15. Ca. 9 a) vorher 43,77 0,91 18,3 2,09 
b) 2 Tage nach AbschluB | 49,24 1,18 23,6 2,41 
16. Bi. 9 a) vorher 46,14 0,80 16,0 1,73 
b) 2 Tage nach AbschluB | 52,57 1,41 28,2 2.68 
c) 4 Woch. ,, ws 48,20 0,82 16,5 1,71 
17. Kit. & | a) vorher 44,68 | 0,81 16,1 1,80 
b) 2 Tage nach AbschluB | 45,91 1,03 20,7 2,26 
18. Sta. 9 a) vorher 51,81 1,16 23,1 2,23 
b) 2 Tage nach AbschluB | 39,42 1,60 82,1 4,07 
19. De. & a) vorher 39,49 0,49 9,8 1,23 
b) 2 Tage nach AbschluB | 44,62 0,79 15,9 1,78 
c) 4 Woch. ,, ‘i 51,93 0,68 13,7 1,32 
20. Pe. ot a) vorher 48,24 0,99 19,8 2.0 
b) 2 Tage nach AbschluB | 43,50 1,06 21,3 2,45 
©) 4 Woch. ,, ‘a 42,66 | 0,82 | 16,4 | 1,93 
21. La. 9 a) vorher 44,17 1,09 21,7 2,46 
b) 2 Tage nach Abschlu8] 38,33 0,45 9,0 1,18 
22. Sche. Q] a) vorher 39,52 0,50 11,1 1,27 
b) 2 Tage nach Abschlu8 | 42,07 0,55 11,0 1,3 
23. Ste. 9 a) vorher 46,61 0,94 18,8 2,01 
b) 2 Tage nach AbschluB | 46,55 0,94 18,8 2,02 
ce) 4Woch. ,, A 37,28 | 0,76 | 15,1 | 2,02 
24. H.R. 9] a) vorher 44,43 | 0,79 | 15,8 | 1,78 
b) 2 Tage nach Abschlu8 | 50,89 1,62 32,5 3,19 
ce) 4 Woch. ,, A 46,24 | 1,06 | 21,1 | 2,29 
25. Scho. 9] a) vorher 54,75 1,12 22,4 2,05 
b) 2 Tage nach AbschluB | 43,99 1,37 37,5 3,13 
26. Ad. Q a) vorher 35,61 0,60 12,0 1,68 
b) 2 Tage nach AbschluB | 41,68 1,49 29,8 3,58 
c) 4 Woch. ,, ~ 29,77")! 0,57*) 1,90 
27. Ba. & a) vorher 38,79 0,62 12,5 1,61 
b) 2 Tage nach AbschluB | 49,83 0,99 19,8 1,99 
c) 4 Weck. _,, - 50,15 0,74 14,7 1,47 
28. Mii. 9 a) vorher 41,44 0,42 8,4 1,02 
| b) 2 Tage nach AbschluB {| 47,13 0,94 18,7 1,98 
ec) 4 Woch. ,, “ 42,06 0,61 12,2 1,45 
Durchsechnitt: a) vorher 15,8 1,74 
b) 2 Tage nach AbschluB 23,0 2,56 





*) Die Angaben der Kubikzentimeter des Blutes fehlen. 
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Tabelle 3. 


Kieselsiiuregehalte des Blutes von Tuberkulésen vor und nach Inhalation 
von molekular geléster Kicselsiure. 








Versuchs- 


10. 


11. 


12. 


13. 


14. 


person 


hh, HP 


. Schn. ¢ 


Kr. ¢ 
Str. 2 
Wo. 9 


Ha. 9 


*) Die Angaben 





Zeit der Blutentnahme 
in bezug 


auf die Behandlung 


a) vorher 
b) 2 Tage nach Abschlub 


a) vorher 


b) 2 Tage nach Abschlub 


a) vorher 

b) 2 Tage nach Abschlu8 
c) 4Woch. ,, ™ 

d) 16 ” ” ” 


a) vorher 
b) 2 Tage nach AbschluB 


a) vorher 


b) 2 Tage nach AbschluB 


a) vorher 
b) 2 Tage nach Abschluf 


a) vorher 
b) 2 Tage nach Abschluf 


a) vorher 


b) 2 Tage nach AbsehluB 


a) vorher 
b) 2 Tage nach AbschluB 


a) vorher 
b) 2 Tage nach Abschlub 
c) 16 Woch. ,, i 


a) vorher 
b) 2 Tage nach AbschluB 


a) 2 Tage nach AbschluB 
b) 4 Woch. nach AbschluB 


a) 2 Tage nach AbschluB 
b) 4Woch. nach Abschlub 


a) 2 Tage nach AbschluB 
b) 4 Woch., nach AbschluB 


09 Cem 


Blut 


Blut 
mg SiO, 


in 100 cem 


in 











Blut 
mg SiO, 


in 100 mg 


40,8 
38,9 


9,2 
35,7 


16,9 
50.5 
39,6 
16,1 


16,3 
21,6 


26,6 
19,9 


24,2 
Os 
23,7 


18,5 
46,1 


22,4 
19,9 


25,4 
31,9 


17,3 
16,3 


21,2 


33,5 


26,3 
15,1 


25,0 
14,2 


34,2 
31,6 


der Kubikzentimeter des Blutes fehlen. 
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Tabelle 3 (Fortsetzung’. 
Vv ; Zeit der Blutentnahme a = 2s 28 |. “ 
ersuchs- S2e i= Seis Souls = € 
in bezug al B IAP EZ SEZ =o 
erson ; ee ee ee 
P auf die Behandlung eo a .5 yx Sa.” 
15. Wa. 2 | a) vorher 53,85 0,83 16,6 1,53 
b) 2 Tage nach AbschluB | 40,90*)] 1,20%*) 2,94 
16. Vo. 2 a) vorher 42.13 1,14 22,8 2,70 
b) 2 Tage nach AbschluB | 51,22 2,50 50,0 4,90 
17. Le. & a) vorher 42.54 1,01 20,2 2,38 
b) 2 Tage nach AbschluB | 50,02 1,79 35,8 3,08 
18. Ha. ¢ a) vorher 41,32 0,92 18,4 2,23 
b) 2 Tage nach AbschluB | 46,39 1,60 32,0 8,45 
19. Fl. o a) vorher 49,15 1,29 25,8 2,63 
b) 2 Tage nach AbschluB | 45,32 1,72 34,4 8,79 
2. PE 9 a) vorher 55,12 1,96 39,2 3,55 
b) 2Tage nach AbschluB | 55,48 2.46 49,2 4,43 
ce) 4Woch. ,, 9 50,48 1,52 30,3 8,00 
@ie « - - 51,74 1,74 34,8 3,36 
21. Sche. 9] a) vorher 41,38 1,12 22,4 231 
b) 2 Tage nach AbschluB | 44,23 2.08 41,6 4,71 
c) 4Woch. ,, - 52,29 1,33 26,5 2,54 
d)12 , 5 a 60,01 | 1,64 | 32,8 | 2,74 
22. Hii. 9 a) 2Tage nach AbschluB | 47,10 1,68 33,6 3,58 
b) 6Woceh. ,, “ 44,83 1,25 25,0 2,79 
oes. « 40,34 | 1,07 | 21,4 | 2.65 
23. Wi. 3 a) vorher 55,16 0,95 18,9 1,71 
b) 2 Tage nach AbschluB | 48,72 2,18 43,7 4,48 
24. Ga. ff a) vorher 48,12 0,90 18,0 1,88 
b) 2 Tage nach AbschluB | 43,15 2,60 52,0 6,03 
c) 4 Woch. ,, - 43,25 0,70 14,0 1,63 
25. Sta. 3 a) vorher 51,76 0,77 15,3 1,48 
b) 2 Tage nach AbschluB | 42,69 1,66 33,1 3,88 
26. Br. ¢ a) vorher 46,97 0,92 18,3 1,95 
b) 2 Tage nach AbschluB | 46,31 2,99 59,9 6,18 
c) 4 Woeh. ,, ‘ 43,65 0,85 17,0 1,96 
27. Ri. of a) vorher 51,06 0.85 17,0 1,67 
b) 2 Tage nach AbschluB | 48,84 1,37 27,3 2,80 
c) 4 Woch. “ 43.28 0.70 14,0 1.61 
Durchsehnitt: a) vorher 21,3 2,22 
b) 2 Tage nach AbschluB 36,0 3,87 





*) Die Angaben der Kubikzentimeter des Blutes fehlen. 
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glykolester lést sich in Wasser und wird allmihlich hydrolysiert, 
so daB fiir die Resorption giinstige Bedingungen vorhanden sind. 

Als zweite Methode versuchten wir eine méglichst gut resor- 
bierbare Kieselsiure in kleinen Dosen durch die Lunge ein- 
zufiihren. Nun ist es vor kurzem in einer Untersuchung von 
R. Willstitter, H. Kraut und K. Lobinger?) gelungen, die bis 
dahin fiir nicht existenzfihig gehaltene einfachste Kieselsiure, 
nimlich Monokieselsiure darzustellen. Man erhilt sie in reinem 
Zustand sowvhl durch die Hydrolyse von Silicium—Tetrachlorid, 
wie bei der Zersetzung von Silicaten mit Siiuren, wenn waihrend 
des Verlaufes der Reaktion stindig die fiir die Haltbarkeit als 
giinstig erkannte Aciditét von p,, 2—3 eingestellt wird. Es gibt 
einen etwas gréBeren p,-Bereich, innerhalb dessen die niachst- 
folgenden niedrig molekularen Kieselsiuren entstehen, und diese 
sind geniigend haltbar, um im Laufe einiger Stunden nach der 
Vermischung von aufeinander eingestellten Lésungen der Reaktions- 
komponenten Anwendung zu finden. Fiir die therapeutische Ver- 
wendung dieser Lésungen ist mabgebend, daB es sich durchaus 
nicht um Hydrosole der Kieselsiure, welche lingst zugiinglich 
waren, handelt. Solchen kolloiden Verteilungen fehlt das Ver- 
moégen, durch Membrane zu diffundieren. Hingegen ist der 
Organismus imstande, das in der Form von niedrig molekularen 
Siiuren gebotene Siliciumdioxyd ebenso wie andere einfache, mole- 
kular geliste Stoffe zu resorbieren. Durch ihre einfache Zu- 
sammensetzung und ihre Eigenschaften boten diese Priiparate 
zum erstenmal die Méglichkeit, Kieselsiiure auf dem Weg durch 
die Lunge dem Organismus zuzufiihren. Dabei ist eine iiber- 
raschend prompte Wirkung auf die Kieselsiurebewegung des 
Korpers aufgetreten. 

FKiir die Anwendung der neu zugiinglichen Form von Kiesel- 
siiure lieben wir 4 Wochen lang 2 mal wéchentlich 20 ccm einer 
Lésung von niedrig molekularer Kieselsiiure inhalieren, in denen 
je 50 mg SiO, enthalten waren. Die Darstellung geschah nach 
folgendem Verfahren: In 2 Flaschen wurden Lésungen gehalten, 
von denen die erste 10,15 g Na,SiO,, die zweite 6,05 g HCl in 
1 Liter enthielt. Diese Lésungen waren so aufeinander ein- 
gestellt, daB beim Vermischen von genau gleichen Anteilen ein p,, 
von 2,0—2,5 erreicht wurde. Zum Gebrauch entnahm man mit 
Pipetten erst 10 ccm der salzsauren Lisung und lieB in diese 


———— 


1) Ber. chem. Ges. 62, 2027 (1929). 

















Uber den Kieselsiiuregehalt des menschlichen Blutes usw. 91 


unter Umschwenken 10 ccm der Natriumsilicatlisung einflieBen. 
Sogleich nach dem Vermischen fiillte man die 20 ccm, in denen 
50 mg SiO, neben Kochsalz und etwas Salzsiiure enthalten waren, 
in den Lésungsbehilter eines gewéhnlichen Dampfinhalators. 

Die Tab. 2 enthalt die Blutanalysen von 28 mit Silistren 
behandelten Patienten, die Tab. 3 diejenigen von 27 Patienten, 
welche Kieselsiurelésungen inhaliert haben. Die erste Blut- 
entnahme erfolgte vor Beginn der Behandlung, die zweite 2 Tage 
nach der letzten Einnahme, oft noch eine dritte 4 Wochen nach 
Beendigung der Kur. 

Durch die perorale Darreichung der groBen Mengen Silistren 
stieg im allgemeinen der Kieselsiuregehalt des Blutes, im Durch- 
schnitt um 0,82°/,; 1/, der Behandelten erfuhren eine geringe 
Abnahme des Kieselsiuregehaltes; in 3/, der Fiille betrug die 
Zunahme zwischen 0 und 0,50°/,, in 3/, tiber 1,50°/,. Diese 
Vermehrung war nicht mit Sicherheit zu erwarten. Nach den 
Untersuchungen von H. Schulz?) und von O. Riesser und 
Br. Kindt’) scheidet der Organismus sogleich nach vermehrter 
Kieselsiurezufuhr vermehrte Mengen von Kieselsiiure im Harn 
und in den Faeces aus. Die von uns beobachtete Konstanz des 
Kieselsiurewertes im Blut ist bei dem wechselnden Kieselsiiure- 
angebot in der Nahrung nur durch eine variable Ausscheidung 
zu erkliren. Einer dauernden Zufuhr leicht resorbierbarer Kiesel- 
siiure scheinen sich aber die Ausscheidungsorgane nicht sogleich 
anzupassen. 4 Wochen nach Beendigung der Behandlung ist im 
allgemeinen die Norm wieder erreicht. Im Falle Nr.3 der Tab. 2, 
in dem die Zunahme 2,73 °/, betragen hatte, war 4 Wochen nach 
Beendigung der Behandlung noch ein Uberschu8 von 0,62 °/,, 
4 Wochen spiter immer noch von 0,14°/, vorhanden. 

Auch die Inhalation von niedrig molekularer Kieselsiure 
steigert den Kieselsiiuregehalt des Blutes, aber die Zunahmen 
iibertreffen diejenigen der Silistrenbehandlung um ein betriicht- 
liches. Im Durchschnitt der 27 Fille vermehrte sich der Kiesel- 
siuregehalt um 1,65°/,. Nur in 2 Fillen ist cine geringe Ab- 
nahme, in 3 weiterer eine Zunahme um weniger als 0,50 °/, ein- 
getreten. 11 Patienten weisen Zunahmen iiber 1,50°/, und bis 
zu 4,50°/, auf. Dieses Ergebnis ist sehr iiberraschend, denn die 
eingetretenen Steigerungen der Kieselsiurewerte betragen ein 





1) Pfliigers Arch. 144, 350 (1912). 
7h. @ 
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mehrfaches der aufgenommenen Kieselsiuremengen. Wihrend die 
Zufuhr von SiO, bei Silistren 10 g betragen hatte, sind zur In- 
halation nur 8 x 50 = 400 mg SiO, verwendet worden, von denen 
schiitzungsweise die Halfte in die Lunge gelangte. Rechnet man 
die Blutmenge des Erwachsenen zu ungefiihr 5 Liter, so waren in 
dem Blut der Tuberkulésen nach Analysen der Tab. 3 durch- 
schnittlich 1065 mg SiO, enthalten. Der Resorption von 200 mg 
SiO, im Laufe von 4 Wochen steht eine Zunahme der Kiesel- 
siure im Blut um 735 mg auf 1800 mg gegeniiber. In dem 
extremen Fall Nr. 3 der Tab. 3 waren in 5 Liter Blut vor der 
Behandlung 850, danach 2520 mg SiO, vorhanden. Die Zufuhr 
der 200 mg hat also eine Vermehrung um 1670 mg hervorgerufen. 
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Verinderung der Kieselsdure im Blute durch Inhalation. 


Der hohe Gehalt blieb 4 Wochen lang fast erhalten, nach 
4 Monaten war der urspriingliche Wert wieder erreicht. 

Dieses auffallende Ergebnis veranlaBte uns, den Gang der 
Kieselsiiturezunahme wihrend der Inhalation an einem gesunden 
Menschen durch eine griéBere Zahl von Analysen zu _priifen 
(Tab. 4 und Figur). 

4 Wochen lang wurden 2 mal wichentlich 20 ccm, enthaltend 
50 mg SiO, inhaliert. Durch die erste Inhalation stieg der Kiesel- 
siiuregehalt der Blutasche von 1,28 in 12 Stunden auf 1,54°/,, 
fiel in den niichsten 12 Stunden auf 1,36, in den nichsten 3 Tagen 
auf 1,31°/,. 48 Stunden nach der zweiten Inhalation war er auf 
1,47°/, angelangt. Nach der dritten Inhalation stieg er schon 


iO 


in 3 Stunden um }/, des vorhandenen an, nimlich auf 1,68 °/.. 
i8 ’ ) 10 
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Tabelle 4. 


Kieselsiiuregehalte des Blutes der Versuchsperson Nr. 1 der Tab. 1 im 
Verlauf von 8 Inhalationen molekular geléster Kieselsiiure. 





Nr. | Zeit 8 8S 8218 3 
Am io i i.” | 

* Qo ~~ “~~ = ~ 
: sone Zeit der Blutentnahme Ss Relane| sz» 
nhalation 2 wS| we] w& 
= 0 & ES ES 
0 1 Stde. vor der 1. Inhal. 51,84 | 0,66 13,3 1,28 
13. 8. 8 Stdn. nach , 1. ,, 53,23 | 0,80 15,9 1,50 
6 ,, — | 47,3 0,67 | 13,4 | 1,42 
so . —” . 46,02 | 0,71 | 14,2 | 1,54 
48, —— is 45,90 | 0,60 | 12,0 | 1,31 
96 SC, 99 ” 9 49,92 0,66 13,1 1,32 


52,84 | 0,78 | 15,5 | 1,47 
46,72 | 0,79 | 15,7 | 1,68 
48,72 | 0,75 | 15,1 | 1,55 


2 ys 1 Stde. vor ,, 
Stdn. nach ,, 


6 9 b Bb ] ”? 


ot) 
bo 
= 
ot) 
0) 


e 
- 
~~ 


Sn el cel ee oe ol 





48 ,, os 46,10 | 0,71 | 14,2 | 1,54 

5 | 27.3. | 48. ,, . wo ws 47,10 | 1,24 | 24,9 | 2.64 
3.4. | 48 ,, a ae 46,38 | 1,3 26,2 | 2,83 

8 1.4 ‘Te « « &®@ » 43,44 | 1,38 | 27,6 | 3,18 
e « — a 49,19 | 1,84 | 268 | 2,73 

16 ,, — 45,33 | 0,97 | 19,4 | 2.14 

a! ce a ws 56,09 | 1,01 | 20,1 | 1,79 

29 =, o “ee x 49,74 | 0,71 | 14,1 | 1,42 

36, —<— 48,52 ; 0,60 | 12,0 | 1,23 

43 ,, =. a 46,27 | 0,58 | 11,6 | 1,25 

50, — = oe 39,84 | 0,55 | 11.0 | 1,38 

67 ,, —— a 47,42 | 0,66 | 13,3 | 1,40 

a . —. 44,94 | 0,65 | 13,0 | 1,44 

114 _,, — = o- 37,09 | 0,55 | 11,0 | 1,48 

















Berechnet man die Blutmenge dieser 72 kg schweren Versuchs- 
person zu 5,5 Liter und ihren Kieselsiiuregehalt zu 850 mg, so 
hat die Zufuhr von etwa 25 mg in 3 Stunden eine Vermehrung 
um etwa 100 mg hervorgerufen. Wihrend nun in den niichsten 
Stunden der Kieselsiuregehalt wieder absank, beantwortete der 
Korper die weiteren Inhalationen durch eine starke und anhaltende 
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Steigerung seiner Blutkieselsiiure, so daB 2 Tage nach der fiinften 
Inhalation das Doppelte, 2 Tage nach der achten das 21/, fache 
des Ausgangswertes erreicht wurde. Nach Beendigung der In- 
halation erfolgte das Absinken der Kieselsiure so allmihlich, 
daB nach 11 Tagen das doppelte, nach 23 Tagen das 11/, fache 
des Ausyangswertes erreicht wurde. Nach 38 Tagen wurde der 
Ausgangswert um ein geringes unterschritten, dann erfolgte ein 
allmihliches Ansteigen, so daB nach 2 und nach 3 Monaten der 
Kieselsiuregehalt 1,44 und 1,48°/, betrug. Diese Werte stimmen 
mit denjenigen tiberein, die bei derselben Versuchsperson 4 und 
5 Monate vor Beginn der Inhalation gefunden worden waren. 

Ks ist gelegentlich (Nr. 2, 4, 20, 27 der Tab. 2 und Nr. 10 
20, 21, 24, 27 der Tab. 3) beobachtet worden, daB in den Wochen 
nach der Inhalation der Kieselsiiuregehalt bis unter die Norm 
absank. Die Versuchsperson der Tab. 4 hatte nun einige Wochen 
vor der Inhalationsreihe eine einzige Inhalation ausgefiihrt. Es 
ist méglich, daB dadurch der Kieselsiiuregehalt bei Beginn des 
liingeren Versuches ein abnorm niedriger war, und daB das Ab- 
sinken nach der 8. Inhalation ebenfalls betrichtlich unter den 
Normalzustand dieses Kérpers erfolgt ist. 

Die Inhalationsversuche mit niedrig molekularer Kieselsiiure 
lehren, da® die Verinderungen des Blutes bei der Aufnahme 
eines kieselsiiurehaltigen Mittels nicht dem Betrag der auf- 
renommenen Kieselsiiure entsprechen, sondern daB durch diese 
Aufnahme eine Mobilisierung der Kieselsiiure im Organismus er- 
folgt, so daB fir liingere Zeit der Kieselsiiurewert des Blutes 
veriindert wird. Am Ende dieser Schwankungen stellte sich aber 
in allen untersuchten Fallen die urspriingliche Héhe der Blut- 
kieselsiiure wieder ein. 

Da diese Wirkung der Kieselsiurebehandlung regelmibiger 
und in gréberem Ausmaf durch die Inhalation der kleinen Mengen 
niedrig molekularer und daher leicht resorbierbarer Kieselsiiure 
erfolgte, als durch die tibliche perorale Darreichung der 25 fachen 
Menge z. B. von Silistren, so ist anzunehmen, daB durch das un- 
giinstige p,, des Darminhaltes der gribte Teil der in den Ver- 
dauungstrakt eingefiihrten Kieselsiiure in eine unldésliche und 
schlecht resorbierbare Form gebracht wird. Vielleicht sind die 
widersprechenden Ergebnisse der Kieselsiuretherapie zum Teil 
auf die von vielen Umstiinden abhiingigen Schwankungen der 
Resorption aller innerlich angewandten Kieselsiiuremittel zuriick- 


zufiihren. 
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Experimenteller Teil. 

In 5ccm Blut, die wir zur Bestimmung verwenden, sind 
zwischen 0,5 und 1,5 mg SiO, vorhanden. Um diese kleinen 
Mengen mit Sicherheit zu erfassen, ist es notwendig, die Ope- 
rationen so weit als méglich in einem Platintiegel auszufiihren, 
dessen Gewicht mit Deckel die zulissige Hichstbelastung der 
Mikrowage nicht iiberschreitet. In den verwendeten Reagenzien, 
nimlich in 10 ccm konzentrierter Schwefelsiure und in 15 ccm 
konzentrierter Salpetersiiure diirfen keine wiigbaren Mengen von 
Kieselsiure und kein in Betracht kommender Glihriickstand ent- 
halten sein. 

Zum Transport der Blutproben bedienen wir uns dickwandiger 
Priparatengliser aus Jenaer Glas, die mit paraffinierten Kork- 
stopfen verschlossen werden. Wir iiberzeugten uns durch 2 tiigiges 
mechanisches Schiitteln mit Wasser und mit Bicarbonatlésung, 
daB aus diesen immer wieder verwendeten Glisern keine meb- 
baren Mengen von Kieselsiiure abgegeben werden. 

Die Blutproben wurden anfangs mit der zur Entnahme ver- 
wendeten Recordspritze abgemessen, in der sich 1 ccm 2°/,ige 
Ammoniumoxalatlésung befand. Als sich spiiter herausstellte, dab 
die Genauigkeit der Analyse diejenige der Abmessung des Blutes 
weit iibertraf, entnahmen wir 6 ccm durch eine mit Ammonium- 
oxalatlésung ausgespiilte Spritze, gaben sie in ein Reagensglas, 
das ein wenig festes Ammoniumoxalat enthielt, und pipettierten 
daraus nach Umschiitteln genau 5 ccm Blut in das Priparaten- 
glas. Trotz der Gegenwart von Ammoniumoxalat bilden sich 
beim Transport des Blutes stets einige Flocken, die das Abmessen 
nach der Ankunft der Proben unméglich machen. 

Beim Versetzen mit dem Salpeter—Schwefelsiuregemisch pflegt 
das Blut stark zu schiumen und schwer lésliche Klumpen zu 
bilden. Es ist deshalb besser, die Liésung und das Vertreiben 
der Kohlensiiure auBerhalb des Platintiegels nur mit Salpeter- 
siure zu bewirken. Man iiberfiihrt die Blutprobe aus dem 
Praparatenglas in einen 50 ccm fassenden Jenaer Krlenmeyer- 
kolben und spilt das Glas und den Stopfen mit 5 ccm konzen- 
trierter Salpetersiiure nach. Dann erwiirmt man vorsichtig unter 
Umschwenken auf dem Wasserbad, bis in 15 Minuten vyoélbge 
Lésung eingetreten, und die Schaumbildung beendet ist. 

Anfangs trugen wir dieses Gemisch in Portionen von 2 ccm 
wihrend 1 Stunde in den 3 ccm konzentrierte Schwefelsiure 
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enthaltenden Platintiegel ein, und erwiirmten nach jedem Zusatz 
vorsichtig bis zum Auftreten von Schwefelsiuredimpfen. SchlieB- 
lich wurde der Kolben mit einigen Kubikzentimetern Salpeter- 
siure nachgespiilt, und das Gemisch im Platintiegel bis zum Ver- 
schwinden der Kohle abgeraucht. Das Verfahren hat den Nach- 
teil, daB wihrend der dafiir notwendigen 3—4 Stunden der Tiegel 
eine dauernde Beaufsichtigung benétigt. Um dies zu vermeiden, 
erwirmten wir die Tiegei mit Hilfe eines kleinen Ringbrenners 
nur an ihrem obersten Rand. Dadurch wird jedes Uberkochen 
und Hochkriechen der Fliissigkeit vermieden. Man muB aber 
die Hauptmenge der Fliissigkeit entfernen, bevor die Lésung mit 
Schwefelsiiure versetzt wird. 

Man stellt den bedeckten Platintiegel, dessen oberer Durch- 
messer 2,5 cm betrigt, in einen Ringbrenner von 5 cm lichter 
Weite so tief ein, daB die Flimmchen bei voller Gaszugabe den 
oberen Rand des Tiegels treffen. Dann drosselt man den Gas- 
strom fast vollstindig, so daB der obere Rand eben warm gehalten 
wird und triigt 2 ccm des Blut—Salpetersiuregemisches ein. Mit 
verstirkter Klamme wird die Fliissigkeit fast bis zur Trockne 
verdampft; dann liBt man bei ganz kleiner Flamme den Tiegel 
etwas erkalten und wiederholt die Zugaben. Die letzten 2 ccm 
vermischt man im Erlenmeyerkolben mit 2 ccm konzentrierter 
Schwefelsiiure, trigt das Gemisch auf 2mal ein und raucht bis 
zum Auftreten von Schwefelsiurediimpfen ab. Dann werden unter 
Abkiihlen und Wiedererbitzen nach und nach 12—15 ccm Salpeter- 
schwefelsiure (1:1) zugegeben, bis beim Auftreten der Schwefel- 
siiuredimpfe eine hellgelbe Lésung hinterbleibt. Nun verdampft 
man die restliche Schwefelsiiure und erhalt nach 3 Minuten Gliihen 
auf dem Teklubrenner einen durch Eisenoxyd rétlich gefairbten 
Riickstand. Man wiegt nach 20 Minuten auf der Mikrowage und 
wiederholt zur Kontrolle das Abrauchen mit 5 Tropfen Schwefel- 
siure. Zur Bestimmung der in der Sulfatasche enthaltenen Kiesel- 
siiure versetzt man mit 1 ccm Flufsiiure und 5 Tropfen Schwefel- 
siure, raucht langsam ab, wiegt und wiederholt zur Kontrolle 
das Abrauchen mit FluBsiiure. Die Gewichtsdifferenz ergibt die 
in der Sulfatasche vorhandene Kieselsiure. 

Kiir eine Analyse sind 6—8 Stunden erforderlich, aber es ist 
miglich, mehrere Analysen nebeneinander in Arbeit zu nehmen, 
da wiihrend des EKindampfens keine Beaufsichtigung notwendig ist. 

Doppelbestimmungen mit je 5 ccm derselben Blutproben 
hatten folgendes Ergebnis: 
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a) 47,34 mg Asche 0,67 mg SiO, = 1,42°, 
44,69 0,64 1,42 
b) 52,84 0,78 1,47 
51,44 0,76 1,47 : 
: . . Blutproben mit 
3] to )$ he : 
¢) pees pan der Recordspritze 
d) 40,24 sani — abgemessen 
To » ” 
42.08 0,55 1,39 
e) 46,63 0,80 1,72 
46,88 0,81 Wi2 | 
f) 45,23 0,97 2,14 
45,66 0,98 213 
@) 49,74 0.71 1,42 | Blutproben mit der 
49,45 0,70 1,41 Pipette abgemessen 
h) 47,42 0,66 1,40 
46,84 0,64 1,37 


Die Fehlergrenze der Bestimmung ist danach héchstens + 2° 


Zusammenfassung. 


1. Der Kieselsiuregehalt des Blutes verschiedener normaler 
Menschen schwankt zwischen 1 und 3°/, der Sulfatasche, das 
einzelne Individuum aber hilt seinen Kieselsiiuregehalt mit grober 


Konstanz fest. 

2. Im Blut von Tuberkulésen ist durchschnittlich etwas mehr 
Kieselsiiure vorhanden als in dem von normalen Menschen. 

3. Zufuhr gut resorbierbarer Kieselsiiure steigert den Kiesel- 
siuregehalt des Blutes und zwar um ein mehrfaches der aut- 
genommenen Kieselsiuremengen. 

4. Nach Aufhoéren der Zufuhr stellt sich in einigen Wochen 
der urspriingliche Wert wieder ein. 


-~1 
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Uber die Darstellung von Methimoglobin, tiber Fluor- 
hamogilobin, iiber Papainspaltung von Himoglobin und iiber 
das Hamogilobin bei perniziéser Andmie.’) 

Von 
Felix Haurowitz. 

Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. November 1930.) 


I. Uber die Darstellung krystallisierten Methamoglobins und tiber 
das Absorptionsspektrum seines Fluorderivates. 


Die Darstellung reiner Methimoglobinkrystalle bercitet groBe 
Schwierigkeiten; denn das zur Oxydation des O,Hb verwendete 
Oxydationsmittel stirt die Krystallisation oder libt ‘sich nur schwer, 
z. B, durch Dialyse, und nur unvollkommen entfernen. Ein Ver- 
fahren, das ich vor mehreren Jahren angegeben hatte, ist von 
diesen Nachteilen frei. Ks beruht auf der oxydativen Wirkung 
der Luft bei Gegenwart von Alkohol. 

Die genannte Methode*) geht von Oxyhiimoglobinkrystallen aus, die 
nach dem von mir angegebenen und seither oft erprobten Dialysierverfahren *) 
vewonnen werden. Man 1iBt die Krystalle mit 20°/, Alkohol 6—8 Woehen 
unter Luftzutritt stehen und krystallisiert das gebildete Met-Hb bei 35° aus 
Wasser un. 

Durch eine Mitteilung von Dénes*) aus dem Institut von 
Hari wurde ich darauf aufmerksam, da’ man nach diesem Ver- 
fahren Met-Hb erhalten kann, das durch O,Hb stark verunreinigt 
ist. Ich habe auf Grund dieser Mitteilung die Methode neuerlich 
nachgepriift und die Kritik von Dénes berechtigt gefunden. Ich 
muBte feststellen, daf die Umwandlung von O,Hb in Met-Hb von 


1) Die se XIII. Mitteilung zur Chemie des Blutfarbstoffes ergiinzt und 
richtigt die Ergebnisse der III., XI. und XII. Mitteilung in dieser Zs. 138, 
(1924): 186, 141 (1930) und 18S, 161 (1930). 

2) IIT. Mitt., a. a. O. 

*) Diese Zs. 136, 147 (1924). 
*) Biochem, Z. 252, 481 (1930). 
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mehreren Umstinden abhingt, die in der urspriinglichen Vorschriit 
als unwesentlich angesehen und daher nicht beschrieben worden 
waren, vor allem von der Temperatur und von der Belichtung 
des Ansatzes. 

Meine Versuche waren in den Wintermonaten durchgefiihrt worden. 
Die Ansitze wurden zur Kiihlung vor das Fenster ins Freie gestellt. Nach 
6— 8 Wochen wurden die Krystalle mit Wasser verriihrt und 12—36 Stunden 
bei 35° stehen gelassen. Versuche, die ich jetzt durchgefiihrt habe, zeigen, 
daB die vollkommene Umwandlung in Methiimoglobin nicht auf das lang- 
dauernde Stehen mit 20°/, Alkohol zuriickzutiihren ist, sondern auf die 
Erwirmung der noch Alkohol enthaltenden Krystalle auf 35° und auf die 
dauernde Einwirkung des Sonnenlichtes. Denn Kontrollversuche im Dunkel 
und mit kurzem Einhalten der Temperatur von 35° beim Umkrystallisieren 
ergeben nur unvollkommene Umwandlung von O,Hb in Met-Hb. 

Vor wenigen Jahren haben Nicloux, Fontés und Roche!) 
gezeigt, daB Oxyhiimoglobin im Blut bei Zusatz von Alkohol und 
Erwirmen auf Brutschranktemperatur allmihlich in Methimoglobin 
iibergeht. Eine Isolierung des Methimoglobins war von den ge- 
nannten Autoren nicht angestrebt worden. Durch geringe Modi- 
fikationen des Verfahrens von Nicloux gelang es mir, eine 
Methode zur Darstellung reinen krystallisierten Met- 
himoglobins auszuarbeiten. Oxyhimoglobinkrystalle, dargestellt 
nach der Alkohol—Athermethode, werden in 5°/, Alkohol sus- 
pendiert und auf 37—40° erwirmt. Die Umwandlung in Met- 
himoglobin ist nach 6—10 Tagen vollstiindig. Durch Abkiihlen 
unter Zusatz von Alkohol erhilt man reine Krystalle von Met- 
himoglobin. Vorteile dieses Verfahrens sind: 1. Abwesenheit von 
Oxydationsmitteln und anderen schwer zu entfernenden Zusitzen, 
2. Abkirzung der Versuchsdauer gegeniiber anderen Alkohol- 
verfahren, 3. Haltbarkeit des gewonnenen Methiimoglobins. Das 
Verfahren wurde bisher an vier verschiedenen Proben von Pferde- 
blut erprobt und hat nie versagt. 

Bemerkungenzur Darstellungsmethode. O,Ub-Krystalle wurden 
nach Hoppe-Seyler aus Pferdeblut dargestellt und in Anlehnung an 
Heidelberger?) umkrystallisiert. Zu diesem Zweck wird der Krystallbrei 
mit 2 Vol. Wasser versetzt, tropfenweise unter Riihren so viel Sodalésung 
zugefiigt, daB vollkommene Lésung eintritt, dann auf 0° gekiihlt und eiskalter 
Alkohol (?/, Vol.) unter Rithren zugesetzt. Durch Einleiten von CO, wird 
Abscheidung von Krystallen erreicht. Nach dreimaligem Umkrystallisieren 
werden die Krystalle in 5°/, Alkohol suspendiert und in den Brutschrank 
gestellt. Die Umwandlung in Methiimoglobin ist vollkommen, wenn ein: 


1) Bull. Soe. Chim. biol. 6, 733 (1924); S$, 71 (1926). 
2) J. of biol. Chem. 53, 34 (1922). 
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kleine Probe des Ansatzes in Wasser gelést und mit primirem Kalium- 
phosphat angesiiuert die Absorptionsstreifen des Oxyhimoglobins im Griin 
nicht mehr erkennen liBt. Nach vollkommener Umwandlung in Methiimo- 
globin wird von amorphen Niederschligen denaturierten Farbstoffes ab- 
filtriert, der Riickstand mit ein wenig Wasser von 40° kurz erwirmt und 
wiederum filtriert. Filtrat und Waschwasser werden vereinigt, auf 0° ge- 
kiihlt und mit '), Vol. eiskalten Alkohols versetzt. Nach 12 Stunden kénnen 
die ausgefallenen Methiimoglobinkrystalle abzentrifugiert werden. Die Aus- 
beute aun Krystallen wird wesentlich héher, wenn man die Methimoglobin- 
lésung vor dem Alkoholzusatz bei 35—40° im Vakuum einengt und dann 
erst Alkohol zugefiigt. Aus 100 ecem Oxyhiimoglobinsuspension (10°/,) 
wurden auf diese Weise 2,5 g (110°) Krystalle von Methimoglobin ge- 
wonnen. Die Ausbeuten sind schlechter, wenn man andere Alkoholkonzen- 
trationen im [rutschrank anwendet und wenn man das Oxyhiimoglobin 
nach dem Toluolverfahren (Heidelberger) oder dem Dialyseverfahren 
(Haurowitz) darstellt. 

Das krystallisierte Methimoglobin ist in Wasser leicht léslich. 
Bei Zimmertemperatur geht die Lésung langsam zum Teil in 
O,Hb iiber. Durch Zusatz von 5°/, Alkohol kann diese Umwand- 
lung vermieden werden. Das Methiimoglobin ist frei von Zer- 
setzungsprodukten, denn mit ammoniakalischer Lésung von Na,S,O, 
entsteht das Spektrum des reduzierten Himoglobins, ohne eine 
Spur des Hiimochromogenstreifens. Die Reinheit wurde auch 
durch Analyse der Krystalle erwiesen. Sie enthielten 0,33 bis 
0,34°/, Fe. 

0,6982 (0,3278) « Methiimoglobin (110°) wurden verascht, die Asche in 
HCl gelést, mit NH, gefillt, die Fillung in HCl gelést und Fe colori- 
metrisch nach Willstitter!) bestimmt. Gef. 2,38 (1,07)mg Fe, d.i. 0,341 
(0,823) °/,. 

Dab das Methimoglobin frei von Oxyhimoglobin ist, geht 
aus den spektrophotometrisch ermittelten Absorptionskurven der 
Figur hervor. 

In 4 Reagensgliiser kam je 1 eem einer Methiimoglobinlésung ferner 
a) 1 eem H,O + 3 cem m/5-Phospatpuffer py, 5,5 nach SGrensen, b) 1 ecm 
H,O + 3cem n/10-Glykokollpuffer py 9,0, ¢) 4 cem 0,1°/, NaCN-Lésung 
und d) 4cem 25°), KF-Lésung. Die Figur zeigt die spezifischen Extink- 
tionskoeffizienten, die nach den Angaben der III. Mitteilung (a. a. O.) ge- 
wonnen wurden. Es sind Mittelwerte aus Ablesungen an zwei verschiedenen 
Methiimoglobinlésungen, deren Konzentration dureh Kindampfen und 
Trocknen bei 110° zu 0,896°/, baw. 1,115°/, ermittelt wurde, Zur Spektro- 
photometrie wurden sie in der soeben beschriebenen Weise auf '/, der Kon- 
zentration verdiinnt. 

Die Figur zeigt fiir das Fluormethiimoglobin eine starke 
Abweichung von den friiheren Messungen.’) Sie beruht 


1) Ber. chem, Ges. 53, 1152 (1920). 
2) Vgl. III. Mitt., a. a. O. 
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darauf, daB die Umwandlung des Methiimoglobins in das Fluor- 
derivat langsam erfolgt und daB offenbar zu friih spektrophoto- 
metriert worden war. Bei Zusatz von KF zu Methiimoglobin 
erscheinen zuerst 2 Streifen im Rot und Orange, die allmihlich 
in einen scharfen Streifen bei etwa 606 uu iibergehen. Die Um- 
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wandlung ist etwa 30 Minuten nach Zusatz des KF vollstindig. 
Die Kurve der Figur wurde 60 Minuten nach Zusatz des Fluorids 
aufgenommen. 

Die Entdecker und andere Untersucher des Fluor-Met-Hiimo- 
globins scheinen dem gleichen Fehler verfallen zu sein, deun sie 
geben das Maximum des Streifens im Rot bei 612 wu an.') 


2. Uber die Einwirkung von Papain auf Blutfarbstoff. 

Die Einwirkung von Papain auf Himoglobin wurde unter- 
sucht, weil wir hofften, bei der schwach sauren Reaktion der 
Papainspaltung die urspriingliche Bindung zwischen Hiimin und 
EiweiB zu erhalten, ohne daB sekundiire Umlagerungen eintreten 
wie bei der Trypsinspaltung.?) Diese Hoffnung erfiillte sich nicht. 
Aktiviertes Papain wirkt auf Blutfarbstoff vom Rind bei p, 5 





1) Zit. nach Biochem. Handlexikon 6, 217 (1911) u. 9, 238 (1922). 
*) Haurowitz, Diese Z. 18S, 161 (1930). 
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so wie 'l'rypsin bei p,, 9. Die Hauptmenge des Globins wird in 
kleine Bruchstiicke gespalten; die prosthetische Gruppe wird — 
anscheinend durch sekundiire Umlagerungen — an einen Kiweib- 
rest sehr fest gebunden. Von der labilen Bindung zwischen Hiimin 
und Globin im urspriinglichen Blutfarbstoff unterscheidet sich 
diese Bindung durch ihre Resistenz gegen Behandlung mit Kis- 
essig (nach Schalfejew), mit Schwefelsiiure-Alkohol (nach Mérner), 
mit Oxalsiiure-Aceton (nach Hamsik), mit Pepsin-Salzsiure (nach 
Zeynek). In dieser Kigenschaft gleicht das neue Produkt jener 
Verbindung, die durch aktiviertes Trypsin aus Blutfarbstoft ge- 
bildet wird und die in einer friiheren Mitteilung!) beschrieben und 
Hiiminproteose genannt worden war. Gleich jener Hiiminproteose 
enthilt die durch Papain + HCN gewonnene Hiiminproteose etwa 
5°), Fe und etwa 19/, S. Abhnliche Kigenschaften zeigt auch 
das von Waelsch?) im hiesigen Institut durch Einwirkung von 
NaOH auf Blutfarbstoff gewonnene Produkt. 

Iiir die Umlagerungen ist nicht etwa die saure Reaktion 
verantwortlich. Denn in Kontrollversuchen mit Pepsin- HCl traten 
keine Umlagerungen auf. Das durch Pepsin gewonnene Roh- 
produkt enthielt vielmehr 7—8°/, Fe und lieB sich leicht in @-Cl- 
Haimin iiberfiihren, so wie dies Zeynek*) beschrieben hat. 


Experimenteller Teil. 


90 cem Papain Merck (216 Einheiten) wurden nach Willstitter 
und Grassmann‘) 1 Stunde lang mit 20 cem Blausiiure bei Gegenwart 
von 50 cem Citrat (py = 5,0) aktiviert, dazu 300 cem 8°/, Hiimoglobin vom 
Rind gegeben, mit Wasser auf 500 cem aufgefiillt und 23 Tage bei 40° ge- 
halten. Das Hiimoglobin war nach Heidelberger‘) von Stroma durch 
Toluol befreit. Der Amino-N des Ansatzes war im Laufe der 23 Tage auf 
51°/, des Hiimoglobin-N gestiegen (2,0 ccm = 16,8 mg N, nach van Slyke). 
Da die Verdauung, wie Kontrollversuche ergaben, nicht weiter fortschritt, 
wurde sie zu diesem Zeitpunkt abgebrochen. Unter einer braunen Lésung, 
die bloB undeutliche Absorption im Griin-Blau-Violett zeigte, keine typischen 
Absorptionsstreifen, hatte sich ein brauner Niederschlag abgesetzt. Die 
Lisung roch stark nach HON, zeigte jedoch nicht das Spektrum des Cyan- 
hiimins, Cyanhiimoglobins oder Cyanhiimochromogens. Auf Zusatz von 
Essigsiiure vermebrte sich die braune Fiillung. Sie wurde mit Essigsiure 
und Wasser gewaschen und wog getrocknet 1,64 g, d. i. 7°/, des angewandten 





') XII. Mitt., a. a. O. 

2) Diese Z. 168, 188 (1927). 

’) Diese Z. 30, 126 (1900); 49, 472 (1906). 
‘) Diese Z, 138, 84 (1924). 

5) J. of biol. Chem. 53, 34 (1922). 
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Himoglobins, In Soda war die Fillung léslich. Die Lisung zeigte mit 
Hydrazinhydrat ein Hiimochromogenspektrum mit dem Hauptstreifen bei 
555 uu, in Pyridin-Hydrazinhydrat einen Hauptstreifen bei 557 uu, also den 
Streifen des Protohiimochromogens. Das Priiparat enthielt 4,5°., Wasser, 
4,96°/, Fe, 13,0°/, N und 1,0°/, S. 

Belege. 0,1369 g Substanz bei 110° getrocknet = 0,1807 g; 0,2032 ¢ 
Substanz = 14,4 mg Fe,O,; 100,8 mg Substanz (110°) = 9,4 eem n/10-KOH 
nach Kjeldahl; 130,7 mg Substanz (110°) = 9,50 mg BaSO,. 

In einem Parallelversuch wurde Papain mit Schwefelwasserstoff 
anstatt Blausiure aktiviert. 100 cem 5°), Papain wurden mit 50 cem Citrat 
und 150 cem 16°/, Himoglobin versetzt und mit Schwefelwasserstoffwasser 
(gesittigt) auf 500 cem aufgefiillt. Nach 23 Tagen bei 40° war der Amino-N 
auf 43°/, des Gesamt-N gestiegen. Die Verdauung war also nicht so weit 
fortgeschritten wie bei Anwendung von HCN. In der Lisung war nach 
Luftdurehleiten deutlich das Spektrum des Oxyhiimoglobins zu sehen. Der 
Ansatz wurde durch Pergamentpapier gegen flieBendes Wasser erschdpfend 
dialysiert; der Farbstotf war adialysabel. Der Inhalt der Hiilse wurde 
zentrifugiert; unter einer Lésung mit dem Spektrum und den sonstigen 
Kigenschaften des Oxyhiimoglobins setzte sich ein brauner Niederschlag ab, 
der mit Wasser gewaschen und getrocknet 2 g wog. Er verhielt sich wie 
die durch Papain-HCN gewonnene Himinproteose, enthielt jedoch 7,66°), S 
(124,4 mg Subst. 110° = 69,3 mg BaSQ,). 

Durch kiiufliches Trypsin (Merck) oder durch Pepsin-HCl wurde die 
durch Papain-HCN gewonnene Hiiminproteose nicht weiter angegriffen. 
Sie hatte nach Einwirkung der genannten Enzyme den gleichen Fe- und 
N-Gehalt wie vorher. 

Da die Einwirkung von Papain nicht zu den erhofften Produkten 
fiihrte, wurden die Versuche abgeschlossen und nicht auf Hiimoglobin- 
praiparate anderer Tiere ausgedehnt. Es ist méglich und wahrscheinlich, 
daB sich — in Analogie zu den Trypsinversuchen — kleine Abweichungen 
von Tierart zu ‘Tierart ergeben. 


3. Uber das Hamoglobin bei perniziéser Anamie. 


Vor wenigen Jahren hat v. Kriiger') gezeigt, daB im Blut 
des Neugeborenen neben dem normalen menschlichen Himoglobin 
ein Himoglobin enthalten ist, das sich durch besonders hohe 
Resistenz gegen Lauge auszeichnet. Durch spektrophotometrische 
Messungen konnte ich’) kiirzlich den Gehalt des Neugeborenen- 
blutes an prinatalem und postnatalem Blutfarbstoff annihernd 
bestimmen. Mit der Methode vy. Kriigers hat Worpel%) bei 
pernizidser — nicht bei sekundiirer — Aniimie eine erhdhte 
Resistenz des menschlichen Himoglobins gegen Lauge gefunden. 
Ferner hat Schenck‘) kiirzlich bei pernizidser Andmie iiber eine 





1) Z. f. exp. Med. 54, 653 (1927); 53, 233 (1926). 
*) Diese Z. 183, 78 (1929); 186, 141 (1930). 
3) Med. Klin. 1928, Nr. 43. 4) Arch. exp. Pathol. 150, 160 (1930). 
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abweichende Zusammensetzung des Globins berichtet. Man kénnte 
also vermuten, daf das resistente fetale Hiimoglobin auch bei 
perniziéser Aniimie auftritt. Dies sollte spektrophotometrisch ge- 
priift werden. 

Die Unterscheidung verschiedener Hiimoglobine gelingt spektrophoto- 
metrisch durch kinetische Messung der Zersetzungsgeschwindigkeit. Die 
Zersetzung verliiuft anniihernd monomolekular. Die Reaktionskonstante 
der Zersetzungsgeschwindigkeit betrigt beim Rind etwa 0,0012, beim Kanin- 
chen 0,056, beim erwachsenen Menschen 1,i—2,5, ist also um mehrere 
GréBenordnungen verschieden. Beim Neugeborenen sinkt die Konstante 
im Laufe einer Stunde von 0,13 auf 0,012; die Zersetzung des Hiimoglobins 
verliuft hier nicht monomolekular.’) 


Es wurden 6 Fille von perniziédser und 3 Falle von sekun- 
direr Animie untersucht. In keinem Fall wurde eine erhdhte 
Resistenz gegen Lauge festgestellt. Bei kritischer Beriicksichtigung 
der Fehler der angewandten Methoden muf zugegeben werden, 
daB eine kleine Beimengung von fetalem Himoglobin nicht mit 
“Sicherheit ausgeschlossen werden kénnte. Die Versuche gestatten 
jedoch die Aussage, daB der Blutfarbstoff bei pernizidser und 
sekundiirer Aniimie zu mindestens 9U°/, aus einem Hamoglobin 
besteht, das sich von jenem des normalen Erwachsenen in seiner 
Resistenz gegen Lauge nicht unterscheidet und mit dem hepato- 
lienal gebildeten Himoglobin des menschlichen fetus nicht iden- 
tisch ist. 

Die abweichenden Befunde von Worpel (a. a. QO.) diirften auf die 
groBen Schwierigkeiten der Methode zuriickgehen. Die Bestimmung der 
Zersetzungszeit unterliegt starken subjektiven Minfliissen. Das Verschwinden 
der Oxyhiimoglobinstreifen ist von Ubung, Llendung durch Licht, Adap- 
tation und anderen Momenten abhingig. Tatsiichlich miBt man mit 
v. Kriigers Methode jene Zeit, bei der etwa 95°/, des Oxyhiimoglobins 
zerstért sind. Die verbleibenden 5°/, Oxyhiimoglobin vermag der durch- 
schnittliche Beobachter im Spektroskop nicht mehr zu erkennen. Fin ge- 
iibtes Auge erkennt aber noch 3°/, Oxyhimoglobin, ein ungeiibtes kaum 
10°/,. Dies bedeutet grobe Unterschiede in der Zersetzungszeit, denn die 
Zersetzung verliiuft nicht linear, sondern logarithmisch. Die Fehler werden 
um so gréBer, je weiter die einzelnen Messungen zeitlich auseinander liegen. 
Erfolgen die Ablesungen in Abstiinden von mehreren Wochen, so schwanken 
die Befunde um 50—100°/,. Tatsiichlich liegen die von Woérpel gefundenen 
Zersetzungszeiten zwischen 50 und 190 Sekunden. Es ist jedoch auch méglich, 
daB wir zufiillig nur Fille mit normaler Zersetzungszeit hatten, wie sie 
auch Worpel bei pernizidser Aniimie beobachtet hat. Kine Nachprifung 
an groBem Material ist derzeit dadurch sehr erschwert, daB die Kliniken 
vorwiegend Patienten erhalten, die bereits mit Leberdiiit behandelt sind. 


1) Vgl. Haurowitz, a. a. O. 
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Experimenteller Teil. 

Die Zersetzungszeit wurde nach vy. Kriiger (a. a. O.) bestimmt. Um 
subjektive Fehler auszuschalten, wurde stets gleichzeitig entnommenes 
aniimisches und normales Blut gleichzeitig untersucht. Unter solchen Be- 
dingungen wurde kein Unterschied zwischen beiden Blutproben gefunden. 
Tab. 1 zeigt dieses Ergebnis. 


Tabelle 1. 


Zersetzungszeit von animischen und gleichzeitig entunommenen normalem Blut. 











Zersetzungszeit in Sek. a a ae 
Nr. Aniimie Gehalt -” 
Aniimie | Normal Erythrocyten 
1 oe 62 60 1,400 000 
2 ” oak dee 57 60 _ 
3 - oS * @ & w 25 a4 
4 Sekundiir. . . . . 63 61 2? 600000 
5 - . a we 95 538 2,520 000 
6 * née *& *.4 62 62 2,010000 
7 Pernizi6ds. . .. . 84 & 1 900000 
8 Aplastisch . . . . 75 81 1,800 000 
9 Perniz. Rezidiv . . 65 64 1,280 000 





Die 9 Fille entstammen der I. u, II. med. Klinik der Prager Deutschen 
Universitit, deren Arzten ich fiir die Uberlassung des Materials und Mit- 
teilung der Erythroeytenzahlen zu grobem Dank verpflichtet bin, besonders 
den Herren Dr. Lorant, Dr. Schally und Dr. Sinek. Bei den Patienten 2 
und 38 wurde zur Zeit der Blutentnahme cine Ziihlung der Erythrocvyten 
nicht vorgenommen. 

Spektrophotometrische Untersuchung, Die Blutprobe wurde 
mit Wasser himolysiert und auf 0,12°/, bzw. 0,2°/, Hiimoglobin mit 
Wasser verdiinnt. Die 0,12°/, Hiimoglobin enthaltende Lésung wurde mit 
1, Volum n/4-KOH versetzt und nach der frither gegebenen Vorschrift’) 
schnell spektrophotometriert. Die Beobachtung war durch die schnelle 
Zersetzung sehr erschwert. Aus diesem Grund wurde bei allen Proben 
auch die Zersetzung durch Ammoniak untersucht, die langsamer als 
jene durch KOU verliiuft. Zu diesem Zwecke wurde die 0,2°/, Hb ent- 


7990 . 


haltende Lisung mit einem gleichen Volumen 22°,,igen Ammoniaks ver- 
setzt und im iibrigen in gleicher Weise spektrophotometriert. Auch hier 
wurde — so wie bei Untersuchung der Zersetzungszeit — gleichzeitig ent- 
nommenes Normalblut in gleicher Weise untersucht. Niemals wurde ein 
Unterschied zwischen normalem und animischem Blut gefunden, wihrend 
gleichzeitig untersuchtes Blut vom Neugeborenen zu ganz anderen Resul- 
taten fiihrte. Aus den neun gleichartigen Versuchsprotokollen der oben auf- 
gezihlten 9 Fille sei nur das Protokoll Nr. 9 mitgeteilt, weil hier zum Ver- 
gleich nicht nur normales, sondern auch fetales Blut (Nabelschnurblut) 
urtersucht wurde. 





') Haurowitz, a. a. 0. 
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Tabelle 2. 
Versuchsprotokoll Nr. 9. 














a Zersetat | 2etsetates Oxyhiimoglobin in Prozenten nach 
Btut durch 0,5/1,0/1,5,2 38/4) 6) 9 |12 Min. 

Normal . . . KOH 70 | 97 99 100 
Perniz. Aniimie KOH 72 96 99 100 
Fetal... . KOH 10 | 20 | 25 27; 29 | 80 | 88 | 387 41 
Normal . .. NH, | 20) 35 51 58, 71 77/8493) 95 
Perniz. Aniimie NH, 19 | 88 | 48 | 56! 70 | 77 | 87 | 94 96 
Poem. . » « NH, 7|18|19 | 25) 87 | 4% | 64 | 75 80 


Die Berechnung der Prozente Oxyhiimoglobin geschah genau nach den 
friiher') gegebenen Vorschriften. 


Zusammenfassung. 


Die Ergebnisse der III, XI. und XII. Mitteilung dieser Unter- 
suchungsreihe werden durch diese Mitteilung erginzt und be- 
richtigt. 

1. Das frither angegebene Verfahren zur Darstellung kry- 
stallisierten Methiimoglobin hangt in schwer zu beeinflussender 
Weise von Temperatur und Belichtung ab. Man erhilt leichter 
und regelmiiBig reines krystallisiertes Methiimoglobin durch 6 bis 
10 Tage dauernde Behandlung von Oxyhimoglobin vom Pferd 
mit 5°/, Alkohol bei 37—40° 

2. Die Umwandlung von Methiimoglovin in sein Fluorderivat 
verliuft sehr langsam; der Endzustand wird nach etwa 30 Minuten 
erreicht. Die frither beschriebene Absorptionskurve entspricht 
nicht diesem Endzustand und bedarf daher einer Korrektur. Das 
Maximum der Absorption im Rot liegt etwa bei 606 my + 1 mu. 

3. Die Wirkung von Papain-HCN auf Blutfarbstoff bei p, 5 
gleicht jener des aktivierten Trypsins bei p,, 9 (vgl. hierzu 
XII, Mitt.). Es entsteht eine Himinproteose. 

4. Bei perniziéser Aniimie wird nur normales menschliches 
Hiimoglobin gefunden, nicht das beim Neugeborenen nachgewiesene 
(vgl. XI. Mitt.) gegen Lauge resistente fetale Himoglobin. 


!) Haurowitz, a. a. O. 
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Untersuchungen iiber die Gallensduren. 
XXXI. Mitteilung. 


Uber die Konstitution der Pseudo-choloidansaure. 
e Von 


Heinrich Wieland, Ludwig Ertel und Elisabeth Dane. 


(Aus dem chem. Laboratorium der Bayr. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am +. November 193v.) 


Die Notwendigkeit, den Standort der zwei noch unbekannten 
C-Atome in der Molekel der Gallensiiuren zu ermitteln, hat uns 
unter anderem auch zur Wiederaufnahme der Untersuchung der 
Pseudocholoidansiure C,,H,,0,, veranlaBt. Diese Tetracarbon- 
siure entsteht neben der 5-basischen Choloidansiiure ©, ,H,,0,, (I) 
bei der Oxydation von Desoxybiliansiiure (I) mit Salpetersiiure 
D 1,4. 


UE | HI 
Pa Fe a 
HO,C sCH, HO,C | CH, 
I ’ Il | II | | 
HO.C  *CH ‘UO HO,C CH CO,H 
au ee gi 
CH, CH, CH, CO,H 
CO,H 
CH, 1,CO | 
| C,,H,,CO,H 
CH “CcH—| 
III PS ae 
HO,C Cl 
‘CH 7CO 
al 


Was bisher iiber die Natur der Pseudo-choloidansiure aus- 
gesagt wurde, griindete sich nur auf Ableitungen spekulativer 
Art. So gelangte man vor 4 Jahren zu der Auffassung, es sel 
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bei ihrer Entstehung Ring II] aufgespalten worden, was zu der 
Formulierang III fiihrte.1) Nachdem seither an C,, eine CH,- 
Gruppe nachgewiesen worden ist, hat diese Formel keine Be- 
rechtigung mehr. 

Pseudocholoidansiure titriert sich als 4-basische Siure und 
gibt, vom Silbersalz aus, mit Methyljodid wie auch direkt mit 
Diazomethan, einen neutralen Tetramethylester. Ketogruppen 
haben sich in der Saéure, auch bei erneuten Versuchen, nicht 
naichweisen lassen. Die Clemmensenreduktion, unter den schirf- 
sten Bedingungen angewandt, auch stundenlange EKinwirkung 
von rauchender Salpetersiiure, lassen die Siure unverindert, ebenso 
die Kalischmeize. 

Das unserer Erfahrung nach deutlichste Erkennungszeichen 
fiir Ketongruppen in Polycarbonsiiuren, die Substitution durch 
Brom, lieB sich selbst bei 150° im HKinschluBrohr nicht erzwingen. 

Wenn man somit die Annahme von Carbonylgruppen in 
der Pseudocholoidansiiure fallen lassen mub, bleibt nur ibrig, 
fiir die beiden zu charakterisierenden O-Atome itherartige Bindung 
oder Beteiligung an einer Lactongruppe in Erwiigung zu ziehen. 

sei der thermischen Zersetzung verliert die Pseudo-choloidan- 
siure CO, und 2H,O und liefert in schlechter Ausbeute eine 
Brenzsiiure C,,H,,O,, die nur mehr eine freie Carboxylgruppe 
enthilt. Durch Aufspaltung mit alkoholischem Kali hatte man 
friiher?) diese Brenzsiiure in eine Verbindung C,,H,,0, tibergefiihrt, 
die sich als 2-basische Siiure titrierte, die aber wegen ihrer 
schweren Zugiinglichkeit damals nicht niher untersucht werden 
konnte. 

Wir haben diese Reaktion mit gréfBerer Materialmenge in 
wiiBriger Lisung vorgenommen und fanden, daB dabei in der 
Hitze 38 Aquivalente Alkali verbraucht werden. Die  offene 
Tricarbonsiiure C,,H,,0,, die als Produkt dieser Reaktion 1so- 
liert wurde, muB demnach durch hydrolytische Offnung einer 
Siiure-anhydrid-Gruppe entstinden sein. Da die Brenzsiure 
init Brom reagiert, also eine CO-Gruppe zu enthalten scheint, 
da ferner ihr einziges Carboxyl zweifellos mit dem urspriinglichen 
Carboxyl in der Seitenkette der Molekel identisch sein wird, so 
hat man zu erkliren, wie aus den (nach der bisherigen Annahme) 3 
iibrigen CO,H-Gruppen unter Verlust von 1H,O das Anhydrid- 


') Diese Z. 161, 89 (1926). 
7) Diese Z. 123, 237 (1922). 
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System OC—O—CO und weiter unter Verlust von CO, + H,O ein 
cyclisches Keton entstehen soll. Man sieht sofort, daB hierzu 
4CO,H-Gruppen notwendig wiiren, daB also die beiden, in ihrer 
Funktion unbekannten O-Atome in die Deutung hereinbezogen 
werden miissen. 

Von den beiden oben geiiuBerten Vermutungen hat sich die- 
jenige, daB sie an einer Lactongruppe beteiligt seien, als richtig 
erwiesen. Die Pseudocholoidansdiure ist in der Tat eine 
Lacton-tetracarbonsiure. 

Es hat sich giinstig getroffen, dab diese aus der Untersuchung 
der Brenz-pseudo-choloidansiiure gezogene Folgerung sich mit 
Wahrnehmungen deckte, die gleichzeitig bei der Bromierung 
von Desoxybiliansiure von EK. Dane gemacht wurden, Von 
dieser Seite her gelangte man zu einer neuen, iibersichtlichen 
Bildung der Pseudosiiure und damit zur Festlegung ibrer Auf- 
bauelemente. 

Desoxy-biliansiiure (I) nimmt unter geeigneten Bedingungen 
2 Atome Brom substitutiv auf, deren eines durch Alkalien leicht 
als HBr abgespalten wird, wiihrend das andere fester haftet. In 
einer folgenden Abhandlung wird gezeigt, daB unsere Dibrom- 
desoxybiliansiure nach IV, die ungesiittigte Monobrom-siiure nach 
V zu formulieren ist. V wird schon durch Zinkstaub und Kssig- 
siure in Desoxybiliansiiure zuriickverwandelt. Dadurch ist die 
a, 3-Stellung der Doppelbindung zu CO sichergestellt. 


; | = 


a Foil , 
—_H, CH 
IV HO,C ll 2 V HO,C | il ) 2 
CH CO (C700 
rs f 
HO,C-H,C  UBr, HO,C-H,{ = GBr 


Durch Oxydation mit Salpetersiure wird nun diese 
ungesattigte Monobrom-keto-tricarbonsiure glatt in 
Pseudo-choloidansaure iibergefiihrt. Es ist also ganz 
sicher Ring II, der von der Oxydation betroffen wird und aus 
dem die vierte CO,H-Gruppe der Pseudosiiure hervorgeht. 

Von der Lage des Lacton-Systems, das die beiden noch 
festzulegenden O-Atome enthalten mu8, gewinnt man eine Vor- 
stellung, wenn man diese neue Bildung der Pseudo-choloidansiure, 
die den Ring II als Ort des Geschehens festlegt, mit der alten 
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Synthese (Oxydation von Desoxybiliansiure) in Zusammenhang 
bringt. 

Ring I] wird in V mit aller Sicherheit aufgesprengt und zwar 
muB dies zwischen C, und C, erfolgen, da das Oxydationsprodukt 
ja kein Brom enthialt. 

Man versteht diese Aufspaltung nur dann, wenn man an- 
pimmt, dai sich unter der Wirkung der Siure zuerst von der 
an C, haftenden Carboxylgruppe aus gegen die Doppelbindung 
der Lactonring bildet (VI). Wird dieses Lacton aufgespalten, so 
kann das bromfreie Produkt nur eine Siure von der Struktur VII 
sein, die wir auf diesem Wege fiir Pseudocholoidansiure ableiten. 


Pa ae Fa al 
. OG CH, : OG ; —— CH, 
0=C 00 0O--C  CO,H 
Pa a, 
HO,C—GH, GHBr HO,C-GH, U0,H 


Mit dieser Formel liBt sich nun auch die Entstehungsweise 
der Siiure durch direkte Oxydation von Desoxybiliansiiure ohne 
jede Schwierigkeit erkliren. Gleichzeitig mit der Aufspaltung 
von Ring II zwischen C, und C,, die vorherrscht und zur Cholo- 
idansiiure fiihrt, wird eine Oxydation des tertiiren C-Atoms 5 
eintreten (zu VIII), der alsbald die Lactonisierung und Oxydation 
zu VII in gleicher Weise wie oben folgt. DaB die als Zwischen- 
produkt bei der neu gefundenen Bildungsweise angenommene Brom- 
ketosiiure (VI) im Gegensatz zu der bestiindigeren Desoxy-bilian- 
siiure durch Salpetersiiure zwischen 6 und 7 so leicht aufgespalten 
wird, ist wohl auf das @-stiindige Bromatom zurickzutihren. 


H, 
| Or ie ol 
| | | | 
()! _—— 
VIET HO,C | CH, Ix ——_on, 
; | | | 
HOC* CO CH CO 
’ an Y i 
HOo,Cc—CH, GH, HO,C—CH, 6H, 


Die Neigung des tertiiiren C,, zur Carbinolgruppe, oxydiert zu 
werden, hiingt jedenfalls mit der #-Stellung zur Ketogruppe in 
C, zusammen. Damit verstehen wir auch die frither sehr auf- 
fallende Tatsache, daB die Diketo-dicarbonsiiure IX, die zwei zu C, 
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A-stiindige Carbonyle enthialt, bis zur Siure C,,H,,O, abgebaut 
werden kann, withrend andere Siiuren, z. B. Choloidansiiure (II), 
gegen Oxydationsmittel ungemein bestiindig sind. 

Bei der Brenzreaktion der Pseudocholoidansiiure, die sich 
langsam und erst bei etwa 800° vollzieht, muB sich aus der in 
Formel VII enthaltenen Gruppierung eine Siiureanhydridgruppe 
und ein (ungesittigter) CO-haltiger Fiinfring bilden. Diese Um- 
gestaltung kann so erfolgen, dab zuerst die beiden in 1,6 zu- 
einander stehenden Carboxyle sich unter Abspaltung von CO, 
und H,O zum Fiinfring schlieBen. Das Zwischenprodukt X wird 
sodann iiber die ungesiittigte Sdure XI in deren Anhydrid tiber- 
geben, als welches wir die brenz-pseudocholoidansiiure (XII) ansehen. 


‘ iS Piatt i ae 
o¢ CH Hog CH of CH, 
| | | | 
O—C CO C CO O C CO 
Ft Pe il al ee 
H,OC CH, HO,C CH OC CH 
xX xl XII 


Die Aufspaltung der Anhydridgruppe in XII fihrt zum Salz 
einer Tricarbonsiiure: Man verbraucht 3 Aquivalente Alkali. Aber 
die daraus isolierte, gut krystallisierte Saure titriert sich in der 
Kilte nur zweibasisch, erst in der Hitze dreibasisch. Sie gibt 
mit Diazomethan auch nur einen (neutralen) Dimethylester. Dieses 
Verhalten liBt erkennen, daB sich die freie Tricarbonsiiure XI 
spontan zum Lacton X isomerisiert hat. Dieser Umwandlung 
hegegnete man auch bei dem Versuch, die Brenzsaiure (XII) an 
der zum Carbonyl «@-stiindigen Doppelbindung zu hydrieren. Mit 
Zinkstaub und Salzsiure in EKisessig, aber auch wenn das Metall 
weggelassen wurde, bekam man, jedenfalls tiber die offene Siiure X] 
die Lacton-dicarbonsiure X. DaB diese Lacton-dicarbonsiiure 
unter extremen Bedingungen (300°) Wasser abspaltet, um in das 
Anhydrid XII tiberzugehen, wie das oben fiir die Brenzreaktion 
der Pseudocholoidansiure angenommen wurde, ist nicht ver- 
wunderlich. 

Diese Ableitung der Formel der Brenzpseudocholoidansiure 
erscheint wahrscheinlicher als eine andere, die zu dem ebenfalls 
méglichen Ausdruck XIII fihrt. Die offene Brenzsiiure (XJ) libt 
sick namlich mit Chromsidure zu einer Siure C,,H,,O,, oxydieren, 
allerdings mit so schlechter Ausbeute, daB wir diese Reaktion nur 
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unter Vorbehalt wiedergeben kénnen. Sicher ist aber, daB dabei 
CO, nur in geringer Menge gebildet wird. Nun sollte aus der 


zu XU gebérenden offenen Lactonsiiure XIV bei der Sprengung 
| 


| bo 





a Fi ae 
ie ae CH, OC ce 
XIII co XIV 
to) H,c——C CO 
oe al a agl 
CO HO,C 6 
| | 
Y . Pas ar 
— CO,H ‘ i- CH, 
XV OC 2 XVI HO,C | | 2 
O0~C——CH,-CO,H uc CO 
| a ol 
CO,H GH 


des Cyclopentanonrings eine Malonsiiure hervorgehen, wahrend 
aus X bzw. XI die bestiindige Lacton-tetracarbonsiure XV ent- 
stehen kénnte. 


Unter den Nebenprodukten der Brenzreaktion von Pseudocholoidan- 
siiure, die zum allergréBten Teil verharzt sind, ist eine zweibasische Siiure 
C,,H,,0, (Schmelzp. 199°) zu erwiihnen. Sie enthilt 2CO, und 1H,O weniger 
als die Anusganyssubstanz, die Brenzsiiure C,,H,,.O0, dagegen 1CO, und 2 2H,0. 
Ks wiire nun sehr wohl verstiindlich, daB aus dem oben angenommenen 
Zwischenprodukt der thermischen Zersetzung XI nicht nur Wasser unter 
Bildung von XII, sondern zum Teil auch das an der Doppelbindung haftende 
Carboxy! abgespalten wiirde. Dann kiime der zweibasischen Brenzsiiure 
C,,H,,0, die Konstitution gemiB XVI zu. 


Pseudo-choloidansaure. 

Die Darstellung erfolgte nach den friiher gemachten Angaben. 
Ks hat sich gezeigt, daf& nicht sorgfaltig gereinigte Priparate 
immer noch etwas Choloidansiiure enth: ten. Das mag der Grund 
sein, weshalb bei einigen friiheren itrationen etwas zu niedrige 
Aquivalente (115, 117; ber. 120) gefunden wurden. Die spiitter 
gefundene Methode, die von der Dibrom-desoxybiliansiure ausgeht, 
liefert alsbald ein vollkommen reines Priiparat und ist der ilteren 
vorzuziehen. 

Auch wenn man mit einem Uberschu8 von Alkali erhitzt und dann 
in der Kiilte mit n/10-Salzsiiure oder Essigsiiure zuriicktitriert, kommt man 
nicht za dem Aquivalent fiir eine fiinfbasische Siure. Statt des Wertes 96 
wurde 107, 108, 111 erhalten. Spez. Drehung (in Alkohol): 0,4274 g in 
25cem. 2dm-Rohr. «@ =+0,5°. [a]}? =+ 14,6°% 























_— wero \ acatl 








Untersuchungen iiber die Gallensiiuren. XXXI, 113 


Bei der Veresterung der Siure mit Diazomethan entstand 
derselbe neutrale Tetramethylester, den man friiher aus dem 
Silbersalz mit CH,J gewonnen hatte. Schmelzp. 132°. 


Spez. Drehung. Eine 2,3°/,ige alkoholische Lésung drehte im 1 dm- 
Rohr um +.0,19°. [«@)3? =+ 8,27°. 


Brenz-pseudocholoidansaure. 


Eine Verbesserung der sehr mangelhaften Ausbeute lieB sich 
nicht erreichen. Geringe Mengen an Brenzsiiure waren noch bei 
Verarbeitung der Mutterlaugen (S. 115) zu isolieren. 


Methylester. Man laBt die Siure mit einem Uberschuti 
von itherischer Diazomethan-Liésung 24 Stunden stehen und kry- 
stallisiert das entstandene Produkt aus Methanol um. Schmelz- 
punkt 192% Der Ester ist identisch mit dem Produkt der ther- 
mischen Zersetzung von Pseudocholoidansiure-dimethylester, das 
auf der niichsten Seite behandelt wird. 


Die offene Brenzsiure. Als man die Brenzsiiure durch 
allmihliche Zugabe von n/1-Natronlauge auf dem siedenden Wasser- 
bad aufspaltete, wurden bei Kinsatz verschiedener Siuremengen 
die nachstehenden cmm n/1-NaOH verbrancht. Phenolphthalein als 
Indikator. 


g Siiure ecm n/l-NaOQH fiir 3CO,H ber. 
0,5 4,37 3,75 
1,2 8,99 9,0 
2,0 15,5 15,0 


Wenn man die hellbraun gefirbte Salzlésung nach beendeter 
Titration bei m&Biger Wirme tropfenweise unter starkem Riihren 
mit verdiinnter Salzséure ansiuert, kommt die Siure direkt kry- 
stallisiert in sternférmig angeordneten Prismen heraus. Hiufig 
erscheint sie auch in Oliger Form, wird dann aber auch nach 
einiger Zeit krystallin. Athert man nach dem Ansiiuern aus, so 
krystallisiert die Siure sehr bald aus der kurz mit CaCl, ge- 
trockneten Lisung in glitzernden Nadeln aus. Der Schmelzpunkt 
liegt fir die rohe Saure bei 203°, steigt aber nach dreimaliger 
Krystallisation aus Essigester auf 212°. Die Saure enthilt, im 
Gegensatz zu der friiher beschriebenen, weder Wasser noch Ather 
als Krystall-Lésungsmittel gebunden. 


3,895 mg Substanz gaben 9,73 mg CO,, 2,71 mg H,0. 
C,3H;,0, (420) Ber. C 65,71°/, H 7,62°/, Gef. C 65,61°/, H 7,79° 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIV. 8 
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Titration (E. Dane): 7,707, 14,801, 29,185 mg Substanz verbrauchten 
0,75, 1,4, 2,74 cem 0,0514 n-NaOH. 
Aquivalent (420/2) Ber. 210 Gef. 200, 206, 207. 
In der Hitze wird ein weiteres Aquivalent Alkali verbraucht. 
Gef. 142, 146 statt 140. 

Die offene Brenzsiiure ist gegen Permanganat in Hisessig 
bestindig. 

Dimethylester. Mit itherischer Diazomethan-Lésung tritt 
sofort Reaktion ein. Man lie mit einem UberschuB des Reagenses 
10 Stunden lang stehen und destillierte den neutralen Ester, der 
nicht krystallisieren wollte, im Hochvakuum. Bei 300° Bad- 
temperatur ging die Substanz als farblose Fliissigkeit iber, die 
zu einem spréden Harz erstarrte. Dieses wurde direkt analysiert. 


3,788 mg Substanz gaben 9,29 mg CO,, 2,68 mg H,0O. 


5,085 ,, : » d,D9 ,, Ag. 
C,,1!,,0, (448) Ber. C 66,92°/, H8,03°/, 20CH, 13,8°/, 
Gef. ,, 66,89  ,, 7,92 » +—*:14,52 


Oxydation der offenen Brenzsaure. 


0,2 g Siure, in 3 ecm Eisessig gelést, wurde mit 1,3 eem 10°/,iger 
CrO,-Lésung auf dem Wasserbad erwirmt. Nach 2 Stunden war die Chrom- 
siiure verbraucht. Von weiteren 0,7 ecm der Lésung, die hinzugefiigt wurden, 
blieb auch nach 5 Stunden ein Teil des Oxydationsmittels erhalten. Man 
reduzierte jetzt mit einigen Tropfen Alkohol, dampfte den Eisessig im Vakuum 
ab, nahm den Riickstand in Wasser auf, fillte das Cr’ in der Hitze mit 
wenig Soda und siiuerte das klare Filtrat an. Es wurde eine kleine Menge 
einer krystallisierten Siiure vom Schmelzp. 180—182° (unter Gasentwick- 
lung)') erhalten. Aus 2,5 g des wertvollen Ausgangsmaterials isolierte man 
im ganzen nur soviel der neuen Siiure, da8 sie durch Krystallisation aus 
Essigester, in dem sie ziemlich schwer léslich ist, gereinigt und zur Analyse 
gebracht werden konnte. Die Extraktion der sauren wiBrigen Mutterlaugen 
lieferte fast nur farbloses Harz. 

3,767 mg Substanz gaben 8,13 mg CO,, 2,33 mg H,0O. 
C,3H32010 (468) Ber. C 58,90°/, H 6,83°/, 
Gef. ,, 58,72 ,, 6,92 

In einem der Oxydationsversuche wurde die entstandene Kohlensiure 
in vorgelegtem Barytwasser aufgefangen und quantitativ bestimmt. 

Aus 0,4867 g Siiure bildeten sich mit 0,32 g CrO, innerhalb 6 Stunden 
unter den angegebenen Bedingungen nur 19,1 mg CO, Fiir 1 Mol CO, 
berechnen sich 51 mg. 


1) Das freiwerdende Gas scheint nach einem mit sebr kleiner Menge 
im zugeschmolzenen Capillarréhrchen ausgefiihrten Versuch nicht CO,, 


sondern Wasser zu sein. 
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Brenzreaktion des Pseudo-choloidansdure-dimethylesters. 


1,7 g Substanz!) werden in einem kleinen Schwertkélbchen 
bei 2mm Druck im Nitratbad auf 280—285° erhitzt. Die Zer- 
setzung wird dann innerhalb einer Stunde bei 270--280° zu 
Ende gefiihrt. Der braune Kolbeninhalt geht tiber Nacht unter 
Ather in Lésung, wiihrend sich gleichzeitig kleine Krystallwarzen 
abscheiden (0,22 g) Sie werden abgesaugt und aus Methanol 
umkrystallisiert. Schmelzp. 192°, schwache Sinterung bei 186°. 
Mit dem Methylester der Brenz-pseudo-choloidansiiure gemischt, 
erfuhr die Substanz keine Anderung in den Schmelzpunkt-Er- 
scheinungen. 

Die hier etwas geiinderte Brenzreaktion ist in der angefiihrten 
Abhandlung bereits beschrieben. Dort sind auch Analysen und 
Methoxyl-Bestimmung angegeben. 


Nebenprodukte bei der Brenzreaktion der Pseudo-choloidansaure. 


Bei der thermischen Zersetzung von Pseudo-choloidansiure werden 
im besten Fall 15°/, der Brenzsiiure C,,H,,0, gewonnen. Die Aussicht, 
aus den schmierigen Mutterlaugen weitere Produkte des Prozesses heraus- 
zuholen, hat sich nur in geringem Mabe erfiillt. Wir wollen kurz erwihnen, 
da8 durch fraktioniertes Ausschiitteln der gesammelten iitherischen Rest- 
lésungen mit Puffergemischen von gestufter Aciditit noch Krystallisationen 
erhalten wurden. Der Auszug mit Phosphatpuffer p,, 6,8 wurde verworfen. 
Aus dem von py 7,6 und auch noch 8,3 gewann man neben der Brenzsiure 
23H,0, eine Siiure C,,H,,0,;. Die Trennung erméglichte sich durch die 
geringe Léslichkeit von C,,H,,0, in Ather, die aber erst nach der Beseitigung 
der amorphen Begleitsubstanzen in Erscheinung tritt. 

Die neue Siiure wurde 6fters aus Essigester umkrystallisiert. Ihr 
Schmelzpunkt stieg dabei nicht tiber 199°. Durch Erwirmen mit Natron- 
lauge wird sie nicht verindert. 


3,571, 4,680, 5,250 mg Substanz gaben 9,14, 11,95, 13,39 mg CO,, 2,77, 
3,59, 4,00 mg H,0. 
C,,H;,0,; (356) Ber. C 70,18°/, H 8,57°/, 
Gef. ,, 69,80, 69,72, 69,82 ,, 8,68, 8,60, 8,56. 


Titration: 25,2, 84,2 mg Substanz verbrauchten 2,77, 8,85 cem n/20- 
NaOH. Aquivalent fiir zweibasische Siiure. Ber. 188. Gef. 182, 193. 


Mit der unter Vorbehalt aufgestellten Formel XVI lift sich die In- 
differenz der Siure gegeniiber Reduktionsmitteln nicht recht in Einklang 
bringen. Weder beim 5stiindigen Kochen mit Zink und Salzsiiure, noch beim 
Versuch ihrer Hydrierung mit Platinoxyd und H, in Eisessig war eine 
Einwirkung festzustellen. Das wiedergewonnene, aus verdiinnter Essigsiure 
umkrystallisierte Material hatte den alten Schmelzpunkt und unveriinderte 
Zusammensetzung (Gef. C 69,88, H 8,43). 





*) Dargestellt nach der Angabe in dieser Z. 123, 242 (1922). 
* 
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Dibrom-desoxybiliansaure. ') 


50 g Desoxy-biliansiure, in 1600 ccm Eisessig heib gelést, 
werden mit 90 g Brom und etwas Jod ungefiihr 20 Stunden lang 
auf 75° erwirmt. Der Reaktionskolben trigt einen eingeschliffenen 
RiickfluBkiihler. Man kontrolliert den Bromverbrauch durch Ti- 
tration und unterbricht die Reaktion, wenn 2 Mole davon auf- 
genommen sind, Der Kisessig wird jetzt im Vakuum zum gréBten 
Teil abdestilliert, noch vorhandenes Brom wird mit schwefliger 
Saure reduziert, dann fillt man mit Wasser aus und krystallisiert 
das trockene, gelb gefarbte Rohprodukt aus Eisessig um. Die Aus- 
beute betrigt 50—60°/, der Theorie. Die Bromierung ist in 
einigen Fiillen nicht gelungen, ohne dab wir die Griinde dafir 
angeben kénnten. 

Die reine Siure bildet gut ausgebildete Prismen und schmilzt 
bei 215° unter Dunkelfiirbung und starker Zersetzung. 


Zur Analyse wurde bei 100° i. V. getrocknet. 

4,005, 3,932, 3,922 mg Substanz gaben 7,04, 6,97, 6,97 mg CO,, 2,16, 
2.05, 2,02 mg H,0. 
C,,H,,0,;Br, (594) Ber. © 48,48 °, Il 5,72 % 

Gef. ,, 47,94, 48,34, 48,47°/, —,, 6,08, 5,88, 5,76 °/, 

Bei der Reduktion der in Eisessig gelésten Dibrom-desoxy- 
biliansiiure mit Zink und Salzsiiure in der Kalte erhailt man 
reine Desoxybiliansiiure zuriick. Cholansiure und Choloidansiure 
nehmen unter den gleichen Bedingungen bei 80° kein Brom auf. 


Monobrom-desoxy-biliensaure. 


5 g der Dibromsiure libt man mit 60ccm n/1-methylalko- 
holischer Kalilauge eine Stunde Jang ohne Wiarmezufuhr reagieren. 
Die Liésung fiirbt sich schwach gelb. Durch Titration einer Probe 
wird festgestellt, daB genau ein Atom Brom abgespalten ist. Wenn 
man nach dem Verdiinnen der Liésung mit Wasser ansiiuert, 
krystallisiert die einfach bromierte Siure alsbald in Nadeln aus. 
Die Reinigung zur Analyse erfolgt in der Weise, daB man die 
heiBe Lésung in Hisessig mit Wasser anspritzt und dann lang- 
sam erkalten liBt. Schmelzp, 218° unter Braunfairbung und Zer- 
setzung. Ausbeute 80°/, der Theorie. 


$$$ 





') Dieser Teil ist von E. Dane bearbeitet. 
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4,265, 4,156, 4,148 mg Substanz gaben 8,72, 8,55, 8,57 mg CO,, 2,48, 
2,46, 2,33 mg H,O. 
5,682, 4,703 mg Substanz gaben 2,07, 1,79 mg AgBr. 


C,,H,,0, Br (513) 


Ber. C 56,14 °/, H 6,43 °/, Br 15,60°), 
Gef. ., 55,76, 56,11, 56,35°/, . 6,51 6,62, 6,29, », 15,50, 16,20°/, 
Titration. 
Aquivalent fiir 3-basische Siiure. Ber. 171. Gef. 178, 174, 178. 


Durch Einwirkung von Zink und Salzsiiure wird die un- 
gesittigte Monobromsiiure auch zu reiner Desoxybiliansiure redu- 
ziert. Schmelzpunkt und Mischprobe. 

Trimethylester. Die ungesittigte Monobromsiiure reagiert sehr leb- 
haft mit itherischer Diazomethanlésung. Der Ester kommt aus Methyl- 
alkohol langsam in schénen Prismen. Schmelzp. 93°. 


3,707 mg Substanz gaben 7,93 mg CO, und 2,38 mg H,0. 


5,216 ” ” ” 6,53 ” AgJ, 
C,,H,,0,Br (555) Ber. C 58,38°/o H 7,08°/, 30H, 16,75°/, 
Gef. |, 58,34 , 719 16,54 


Oxydation von Brom-desoxybiliensiure zu Pseudo-choloidansaure. 


1 g der bromierten Siure wird in 8 ccm Salpetersiiure (D 1,4) 
gelést. Beim Erwirmen tritt sofort Reaktion ein. Nachdem man 
1 Stunde auf dem siedenden Wasserbad erhitzt hat, krystallisiert 
beim Erkalten das Reaktionsprodukt in Nadeln aus. Durch Zu- 
gabe von Wasser wird die Fillung vervollstiindigt. Man krystalli- 
siert die isolierte Pseudo-choloidansiiure aus der 30fachen Menge 
Kisessig und zur Analyse nochmals aus der 60fachen Menge Wasser 
um. Schmelzp. 304° unter Zersetzung. Im Gemisch mit einem 
Vergleichspriparat keine Depression. 

Zur Analyse wurde bei 130—150° i. V. getrocknet. 

4,553, 4,142 mg Substanz gaben 10,00, 9,09 mg CO,, 2,81, 2,71 mg H,0O. 

Cy4H3,0,. (482) Ber. C 59,75°/, H 705°), 
Gef. ,, 59,90, 59,85"), ,, 6,91, 7,82°, 

Bei der Titration in Wasser wurde das Aquivalent 122, 121, in Al- 
kohol 116 gefunden. Ber. (4-basisch) 120. 

Der mit Diazomethan dargestellte neutrale Ester schmilzt 
nach der Reinigung bei 138° und gab mit Pseudo-choloidansiiure- 
tetramethylester keine Depression. [e]j,, = + 8,47°. 
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3,688, 4,756 mg Substanz gaben 8,44, 10,98 mg CO,, 2,54, 3,45 mg H,0O. 
5,014 mg Substanz gaben 8,56 mg AgJ (HJ = 1,96). 


C,,H,,0,. (5388) Ber. C 62,45°/, H 7,819, OCH, 23,05 °/, 
Gef. ,, 62,41, 62,44, ., 7,71, 8,05, ,, 22,56 

Auch der Dimethylester schmolz, wie verlangt, bei 269°. 

C 61,00°/, H 7,14 %,. Ber. C 61,18%  H 7,47%, 

Schlieblich wurde auch noch die Brenz-pseudocholoidan- 
siiure dargestellt, mit einem Kontrollpriiparat vollkommen iden- 
tisch befunden und zur Analyse gebracht. Schmelzp. 245°. 

3,713 mg Substanz gaben 9,34 mg CO, und 2,47 mg H,O. 

C,,H,,O0, (402) Ber. C 68,65 °/, Hl 7,46 °), 
Gef. ,, 68,61 », 1,44 

Durch diese Beweise ist die Identitiit des Oxydationsproduktes 

mit Pseudocholoidansiiure mit voller Sicherheit festgelegt. 


























Untersuchungen iiber die Gallensduren. 
XXXII. Mitteilung. 


Versuche zu einem neuen Abbau der Desoxybiliansdure, 
Von 
Elisabeth Dane und Heinrich Wieland. 


(Aus dem chem, Laboratorium der Bayr. Akad. der Wissenschaftea zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am & November 1930.) 


Die bisherige Methodik des Abbaus bestand im wesentlichen 
darin, da8 man in Ketoderivaten der Gallensiiure-Gruppe durch 
Oxydation eine Ringsprengung vornahm, das so entstehende Di- 
carbonsiiure-System durch thermische Zersetzung in das niedere 
Ringketon verwandelte und dieses erneut aufspaltete. In der 
Hoffnung, einen gréBeren Bereich der Molekel dem Zugriff von 
Oxydationsmitteln zugiinglich zu machen, wurde durch verschiedene 
Mitarbeiter die Synthese der bromierten Ketonsiiuren in Angriff 
genommen. Durch Abspaltung von HBr wollte man von ihnen 
aus zu ungesiittigten Abké6mmlingen kommen, die der Suche nach 
dem Standort der zwei noch nicht untergebrachten C-Atome mehr 
Moglichkeit zu bieten schienen, als das bisherige Vorgehen. 

Daf man in die Desoxybiliansiiure zwei Atome Brom ein- 
fiihren kann, wurde bereits mitgeteilt. Es wird hier versucht, 
zu beweisen, da& die beiden Br an OC, getreten sind, dab der 
Dibromverbindung die angenommene StrukturI wirklich zukommt. 
Kine Verteilung der beiden Bromatome auf C, und C, ist schon 
deshalb unwahrscheinlich, weil die Oxydation der Dibrom-desoxy- 
biliansiiure mit Salpetersiiure, wenn auch in schlechter Ausbeute, 
Pseudocholoidansiure (ILI) entstehen libt. 





i ae i a Ci a 
HO,C | >CH, HO,C | CH, OC | Chi, 
| | | — 

[CH 7CO C CO O-C  CO,II 
ie ll Pe al | sail 
HO,C—CH, CBr, HO,C—CH, CBr HO,C-H,C —-CO,H 


I I| III 
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Wahrend ein Mol HBr sehr leicht unter Bildung der un- 
gesattigten Monobromsiiure II herausgeht, hattet das zweite Brom 
auBerordentlich fest, wie dies ja auch nach seiner Stellung an 
einem doppelt gebundenen C-Atom zu erwarten ist. Oxydiert man 
aber in der Kilte mit Permanganat, so wird das Brom entfernt. 
Ks entsteht eine Tricarbonsiure C,,H,,0,, deren Bildung bei 
Betrachtung des Formelbildes II verstindlich wird: Es lagern 
sich 20H an die Doppelbindung, aus CBr(OH) wird HBr ab- 
gespalten und man kommt fiir das Oxydationsprodukt zu Struk- 
tur IV. Unterwirft man die Siiure 1V der EKinwirkung von Mineral- 
siuren, so geht sie leicht in das Lacton C,,H,,O, (V) iiber. 


- - - 


ie ae ii aa i ll 
HO,C | CH, OG CH, «HOG <r ee 
| | | 
HOC CO O--C CO CH CO 
i il Yi i 
HO,C-H,C GO HO.C-H,G GO H0,C-H,¢ 
IV V VI 


Bei der Veresterung der 'ricarbonsiiure LV wurden zwei von- 
einander verschiedene Trimethylester erhalten, je nachdem ob man 
die Umsetzung mit Diazomethan (Schmelzpunkt des Esters 154°) 
oder mit Methylalkohol-HCl (Schmelzp. 178°) vornahm. Worauf 
dieser Unterschied zuriickzufiihren ist, lieB sich nicht feststellen. 
Der Ester vom Schmelzp. 154° wurde herangezogen, um in ihm 
mit Hilfe der Zerewitinowschen Methode die alkoholische Hy- 
droxylgruppe nachzuweisen. DaB von der Siiure C,,H,,0, mit 
Hydroxylamin nur ein Monoxim erhalten wurde, spricht nicht 
gegen die Annahme zweier Ketogruppen, da in der Reihe der 
(zallensiiuren Carbonyle manchmal nicht mit Hydroxylamin in 
Reaktion treten. Von der Lacton-dicarbonsiure V leitet sich 
der zu erwartende Dimethylester ab. Bei der katalytischen Hy- 
drierung verhilt sich diese Lacton-dicarbonsiure anders als zu 
erwarten war. Sie nimmt ein Mol Wasserstoff auf, jedoch nicht 
mit einer der beiden CO-Gruppen, sondern unter Offnung des 
Lactonringes. Man erhalt in guter Ausbeute 6-Keto-desoxybilian- 
siiure (VI), deren 3 Carboxyle durch ihre Uberfihrung in den 
schén krystallisierten neutralen Ester nachgewiesen wurden. 

Bei einem Versuch, die Siure [V mit rauchender Salpeter- 
siiure zu oxydieren, wurde in sehr geringer Menge eine fiinf- 
basische Siiure C,,H,,0,, erhalten, iiber deren Natur sich nichts 
Niheres aussagen 1iBt. 
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So hat sich also der Ejintritt des Broms auf das Kohlen- 
stoffatom 6 beschriinkt und die untersuchten Reaktionen haben 
lediglich bereits Bekanntes bestiitigt. 


Beschreibung der Versuche. 
Uber die Darstellung der Dibrom-desoxybiliansiiure (I) und der 
ungesittigten Monobromsiure (II) ist bereits in der XX NI, Mitteilung 
berichtet. 


5-Oxy-6-keto-desoxybiliansiure, C,,H,,O0, (IV). 

10 g Brom-desoxybiliensiure (II) werden in 500 ccm n/10-KOH 
gelést. Dazu fiigt man 200 ccm 5°/,ige Kaliumpermanganatlésung, 
deren Inhalt nach 2 tigigem Verweilen des Gemisches bei 30° ver- 
braucht ist. Man saugt jetzt vom Braunstein ab und erhalt beim 
Ansiuern des Filtrates das Oxydationsprodukt alsbald in glitzern- 
den Nadeln, die bei 230—235° schmelzen und schon nahezu rein 
sind. Ausbeute 3g. Zur Analyse wurde aus Kisessig oder aus 
viel Aceton (unter HKinengen eo haa gesiittigten Lésung) um- 
krystallisiert. Schmelzp. 2833—23 

8,893, 3,800, 3,798 mg Substanz — 8,86, 8,60, 8,61 mg CQ,, 2 
2,54, 2,39 mg H,0. 

C,,H;,0, (466) Ber. C 61,80"), H 7 
Gef. ,, 62,07, 61,72, 61,83°/, ,, 7,80, 7,48, 7,04°/, 
Die Priiparate fir die 3 Analysen waren bei 80—100° i LY. aainen hii 
Aquivalent (dreibasisch). Der. 155. Gef. 159, 155, 153 

Oxim. 0,1 g Siiure, in der erforderlichen Menge n tinea gelost; 
dazu die Lésung von 0,2 g NH,OHCI in wenig Wasser. Die ausfallende 
Siiure wird mit wenig Lauge wieder in Lésung gebracht. Nach 2 Tagen 
fallte man mit Essigsiiure. Farblose Nadeln vom Schmelzp. 200°. 

4,866 mg Substanz gaben 0,116 cem N, (16°, 718 mm). 

C,,H,;0,N (481) Ber. N 2,919,  Gef. N 2,66°%, 


Die beiden isomeren Trimethylester. 

1. Veresterung mit Diazomethan. Die Siure geht beim 
UbergieBen mit itherischer Diazomethan-Lisung unter N, -Ent- 
wicklung in Liésung. Aus dem Ather erhilt man lange Nadeln, 
die aus diesem Loésungsmittel oder besser aus Methanol um- 
krystallisiert werden. Schmelzp. 154°. 

Bei 100° i. V. ohne Gewichtsabnahme getrocknet. 

4,376, 3,803, 3,895 mg Substanz gaben 10,25, 8,87, 9,11 mg CQ,, 3,14 
2,59, 2,76 mg H,0. 

3,923, 7,806 mg Substanz gaben 5,26, 10,61 mg AgJ (Zeisel). 

Cy; Ho, (908) 
Ber. C 63,78°/, H 7,88°/, 30OCH, 18,30°/, 
Gef. ,, 63,88, 63,61, 63,79°/, ,, 8,03, 7,59, 7,93°/, » 17,72, 17,96°/, 
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Bestimmung des aktiven Wasserstoffs (OH-Gruppe). 0,1435, 
0,2955 g Substanz gaben 6,8 (22°, 715 mm), 13,3 (25°, 723 mm) cem CH,. 
Akt. H gef. 0,94 und 0,90 Atom. 

2. Veresterung mit Methylalkohol-HCl. 0,2 g Saure 
werden in 3 ccm Methanol gelést, nach dem Sittigen der Lisung 
mit HCl wird noch 3/, Stunde gekocht. Beim Erkalten krystal- 
lisiert der Ester in Nadeln aus, die nach dem Umkrystallisieren 
aus Methanol bei 178° schmelzen. 

4,501 mg (bei 100° i. V. getrocknet) Substanz gaben 10,57 mg CO,, 


3,22 mg H,0. 
4,766, 4,533 mg Substanz gaben 7,70, 6,22 mg AgJ. 
8 


C,,Hy 9, (508) Ber. C 63,78 °/, H 7,88 °/, ICH, 18,30°/, 
Gef. ,, 64,04 », 8,01 ” 21,35, 18,18°/, 


Die Vermutung, daB der nach 2. gewonnene Ester einer riiumlich um- 
gelagerten Siiure zugehére, lie sich nicht beweisen, da nach der Verseifung 
kein krystallisierbares Produkt zu erhalten war. 


Diketo-lacton-dicarbonsaure ©,,H,,O, (V). 

1g der Tricarbonsiure IV wird in 10 ccm Eisessig gelést, 
dazu fiigt man 5 ccm konz, Salzsiiure und erhitzt zum Sieden. 
Sehr bald scheiden sich Krystalle aus. Nach zwei Stunden ligt 
man erkalten und findet dann die Lésung zu einem Brei feiner 
Nadeln erstarrt. Nach dem Umkrystallisieren aus Kisessig schmilzt 
die Substanz bei 258 —2¢0° unter geringer Zersetzung. In Aceton 
ist sie viel lislicher als die Tricarbonsiiure (Analyse I). 

Diese Lactonsiiure entsteht auch als Hauptprodukt, wenn 
man versucht, die ‘Tricarbonsiiure mit Salpetersiure weiter zu oxy- 
dieren. 1 g wurde mit 8 ccm Salpetersiiure (D 1,4) 2 Stunden 
lang auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Die Lactonisierung 
ist von einer alsbald einsetzenden Oxydation begleitet, bei der 
85°/, der fiir 1C berechneten Menge CO, aufgefangen wurden. 
Da 80°/) des Kinsatzes als Lactonsiiure erhalten wurden, muB 
die Oxydation des Restes ziemlich weit gegangen sein. 

3eim Erkalten der Salpetersiiure krystallisiert die Siure V 
bereits aus, der Rest wird durch Wasser abgeschieden. Schmelz- 
punkt 258—260° (Analyse II). 

Die Lactonisierung erfolgt auch ohne iiuBeres Kennzeichen, 
wenn man die Siure 1V einige Zeit mit etwa 8 n-Schwefelsiure 
kocht. 

Die Analysenpriiparate wurden bei 120° i. V. getrocknet. 


I, 3,597 mg Substanz gaben 8,48 mg CO,, 2,36 mg H,0. 
II. 4,106, 4,543, 4,060 mg Substanz gaben 9,69, 10,685, 9,59 mg CO,, 


2,67, 2,98, 2,60 mg H,O. 
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C,,H,,0, (448) 
Ber. C  64,29°/, H 7%,14°/, 
Gef. ,, I 64,30 IL 64,36, 64,14, 64,427), ,, I 7,34 IL 7,28 
Aquivalent (zweibasiseh) Ber. 224 Gef. 217, 2 
(dreibasisch) » 12 « 28 


” 
6-Keto-desoxybiliansaure (V1). 

0,12 g der Diketolactonsiiure V wurden, in 4 ccm Kisessig 
gelést, mit 15mg PtO, unter Wasserstoff geschiittelt. In 30 Minu- 
ten wurden 10 ccm H, aufgenommen, dann Stillstand. Die ent- 
standene Tricarbonsiure wird durch Wasser sofort krystallinisch 
gefallt und aus EKisessig, in dem sie sehr schwer ldslich ist, um- 
krystallisiert. Breite Tafeln vom Schmelzp. 255° (nach vorherigem 
Sintern). Ausbeute 70°/,. 

3,930 mg Substanz (bei 120° i. V. getrocknet) gaben 9,23 mg CO,, 


2,78 mg H,0. 
C,,H,,0, (450) Ber. C 64,0°, II 7,55°/, 
Gef. ,, 64,05 ,, 7,92 


Aquivalent (dreibasisch) Ber. 150 Gef. 150 

Die gleiche Siiure wurde auch bei der katalytischen Hydrierung 
der Tricarbonsiiure C,,H,,0, in EKisessig erhalten. 

Schmelzpunkt nicht scharf bei 249°. C 63,40 Ht 7,75. 

Trimethylester. Darstellung mit Diazomethan. Der in 
Ather sehr leicht lésliche Ester wird aus Ather—Petrolither in 
glinzenden Tafeln vom Schmelzp, 108” erhalten. 

Zur Analyse bei 60° i. V. getrocknet. 

4,280 mg Substanz gaben 10,31 mg CO,, 3,16 mg H,O, 


4,334 ,, i » 6,29 , AgdJ. 
C,,H,,0, (492) Ber. C 65,85°/, H 813°, 3OCH, 18,90°, 
Gef. ,, 65,70 »» 8,26 oi See 


Oxydation der 5-Oxy-6-keto-desoxybiliansaure (IV) 
mit rauchender Salpetersaure. 

0,3 g Substanz wurde mit 3 ccm rauchender Salpetersiiure (D. 1,51) 
iibergossen. Es trat heftige Reaktion ein. Nach 1 stiindigem Erbitzen auf 
dem Wasserbad wurde die Lisung mit Wasser verdiinnt, wodurch eine ge- 
ringe Menge von schmierigen Stoffen ausgefillt wurde. Nach langem Stchen 
kamen aus der klaren Lésung etwa 10 ng zu Biischeln vereinigte Nadeln 
heraus, deren Schmeizpunkt von 180° (u. Zers.) sich nach dem Umkrystal- 
lisieren aus wenig heiBem Wasser nicht inderte. 

3,800 mg (bei 100° i. V. getrocknet) Substanz gaben 7,93 mg COy,, 
2,42 mg H,0. 

C,,H,,0,, (500) Ber. C 57,60°/, H 7,20°,, 
Gef. ,, 56,92 in 
2,685 mg Substanz verbrauchten 0,58 ccm 0,014 n-NaOH. 
Aguivalent (fiinf basisch) der. 100 Gef. 93. 








Uber die Aktivierung tierischer und pflanzlicher Proteasen 
durch Glutathion. 


16. Abhandlung tiber Pflanzenproteasen 
in der von R. Willstitter und Mitarbeitern begonnenen 
Untersuchungsreihe. 


Von 
W. Grassmann, Q. v. Schoenebeck und H. Ejibeler. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21, November 1930.) 


Theoretischer Teil. 

Zwischen den proteolytischen Systemen des Pflanzen- und 
Tierreiches bestehen nach unseren gegenwirtigen Kenntnissen auBer- 
ordentlich enge Beziehungen. Zwar der friiher unternommene 
Versuch?), die proteolytischen Fermente der Pflanzen durch den 
Vergleich mit den tierischen Proteasen Pepsin, Trypsin und Erepsin 
zu kennzeichnen, trifft das Wesentliche der bestehenden Analogien 
nicht. Denn gerade die beiden fiir den Verdauungstrakt der héheren 
Tiere charakteristischen Proteinasen, das im starksauren Gebiete 
wirksame Pepsin und das im alkalischen optimal wirkende Trypsin, 
sind bisher ohne ein sicheres?) Gegenstiick im Pflanzenreich ge- 
blieben. Umgekehrt zeigt es sich aber, daB viele seit langem 
bekannte Kigentiimlichkeiten der pflanzlichen Proteasen neuerdings 
auch im ‘Tierreich wiedergefunden werden. Der Aufteilung des 
ereptischen Systems in Dipeptidase und (Amino-) Polypeptidase, 





1) Siehe dazu 8. H. Vines, Ann. of Bot. 19, 171 (1905) u.a. a. O.; 
Zusammenfassung: S. H. Vines, The proteases of plants, London 1930. — 
K.G.Dernby, Biochem Z. §1, 107 (1917). — Windisch, Wscehr. f. Brauerei 
1900, 334. — Lundin, Biochem. Z. 131, 193 (1922). 

*) Méglicherweise kénnte die von Vines |Ann. of Bot. 11, 563 (1897); 
12, 545 (1898); 15, 563 (1901)] untersuchte, aber seither nicht mehr bearbeitete 
Proteinase von Nepenthes dem tierischen Pepsin nahestehen. 
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die wir vor mehreren Jahren im Falle der Hefe!) und neuerdings 
auch bei den Peptidasen des Aspergillus oryzae*) durchgefiihrt 
haben, entsprechen im wesentlichen, wenn auch anscheinend nicht 
in allen Einzelheiten*), die neuerdings an den Peptidasensystemen 
des Tierreiches gewonnenen Erfahrungen.*) Die Carboxy-Poly- 
peptidase andererseits, deren Vorkommen bisher auf das Tierreichi 
beschrinkt zu sein schien, haben wir inzwischen auch bei der 
Hefe und beim Aspergillus oryzae nachweisen kénnen.’ ) 

In engster Analogie zu den proteolytischen Systemen der 
Pflanzen stehen aber nicht so sehr der Proteasengemische im 
Verdauungstrakte des hiéheren Tierreiches, sondern vielmehr, wie 
man jetzt weil, der proteolytische Apparat vieler niederer Tiere® 
und vieler an der Magen-Darm-Verdauung nicht unmittelbar 
beteiligter Organe und Gewebe im héheren Tierreich, z. B. 
der Milz, der Leber und der Niere‘) und gewisser farbloser Blut- 
kérperchen.*) Das fiir diese Proteasensysteme charakteristische 
Kathepsin®) erweist sich nimlich als ein sehr vollkommenes Gegen- 
stiick des Papains héherer und niederer Pflanzen und die beim 
Papain seit langem eingehend studierten und charakteristischen 
Eigentiimlichkeiten finden sich, wie es scheint, beim Kathepsin 
ausnahmslos wieder. Dies gilt vor allem fiir die physiologisch 
bedeutsame natiirliche Aktivierung dieser Proteinasen. 

Die Untersuchung dieser eigentiimlichen Aktivierungserschei- 
nungen geht auf lange zuriickliegende grundlegende Beobachtungen 


1) Diese Z. 167, 188, 202 (1927); Ber. chem. Ges. 61, 656 (1928). Grass- 
mann, Habilitationsschr. Miinchen 1928. 

#) Nach demniichst zu verdffentlichenden Versuchen yon Grassmann 
und Schleich. 

8) Vgl. dazu Waldschmidt-Leitz und Balls, Ber. chem. Ges. 63, 
1203 (1930). 

*) Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter, Ber. chem. Ges. 62, 956 
(1929); Diese Z. 188, 17 (1930). 

5) Nach unverdffentlichten Versuchen mit Martin und mit Schleich. 
Vgl. dazu Grassmann und Mitarbeiter, Diese Z. 189, 112 (1930), und zwar 
S. 116. 

6) Kriiger, Sitz. Ber. d. preub. Akad. d. Wissenschaften, phys.-math. 
XXVI (1929). Kriiger und Graetz, Diese Z. 166, 128 (1927): Zool. Jahrb. 
45, 463 (1928). 

7) Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter, Diese Z. 167, 285 (1927): 
188, 17 (1930); Naturw. 17, 85 (1929). Vgl. auch Finkelscherer, Dissert, 
Miinchen 1928. 

8) Willstitter und Bamann, Diese Z. 180, 127 (1928/29). Will- 
staitter, Bamann und Rohdewald, Diese Z. 185, 267 (1929). 

*® Willstitter und Bamann, Diese Z. 180, 127 (1928 29). 
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von botanischer Seite zuriick. Im Jahre 1902 machte S. H. Vines?) 
die Feststellung, daB der KiweiBabbau durch Papain rascher ver- 
liuft und zu tieferen Abbaustufen fiihrt, wenn den Versuchsan- 
sitzen Blausiiure zugefiigt wurde. Die Aktivierung durch Blau- 
siure und Schwefelwasserstoff ist spiiter von mehreren Autoren®), 
besonders eingehend von Willstitter und Mitarbeitern’), unter- 
sucht und schlieblich als eine ganz allgemein verbreitete Kigenschaft 
der Proteinasen der héheren und niederen Pflanzen, z. B. der Ana- 
nas*), der Hefe®), der Ficusarten, der Cucurbitaceen °), des Malzes*) 
und vieler anderer erkannt worden. Nach den Feststellungen von 
W aldschmidt-Leitz§) schlieBt sich das Kathepsin in seinem 
Verhalten gegeniiber den genannten Aktivatoren den Proteinasen 
des Pflanzenreiches an. 

Erhéhtes physiologisches Interesse haben diese eigentiimlichen 
Aktivierungserscheinungen gewonnen, als die schon von Will- 
stiitter und Mitarbeitern®) vermutete Existenz eines im Pflanzen- 
reiche weitverbreiteten natiirlichen, iihnlich wie Blausiure und 
Schwefelwasserstoff wirkenden Hilfsstofies der Proteolyse (Phyto- 
kinase) nachgewiesen wurde [Ambros und A. Harteneck?®)]. Kine 
solche, ihrer chemischen Natur nach zuniichst noch unbekannte 
Kinase findet sich nach den Befunden der genannten Autoren 
z. B. in der Ananas und in der Papayafrucht sowie nach unseren 
Heststellungen!?) in der Hefe. Ihr Analogon im Tierreich (Zoo- 
kinase) ist von Waldschmidt- Leitz”) in tierischen Organen auf- 
gefunden und von der Proteinase abgetrennt worden. 

Es liegt nahe, die im Pflanzenreiche in freier und gebundener 
Horm weitverbreitete Blausiiure mit dem beobachteten natiirlichen 


') Ann. of Bot. 16, 1 (1902); 17, 597 (1903). 
*) Vgl. z. B. Mendel und Blood, J. of biol. Chem. 8, 177 (1910). — 
Frankel, J. of biol. Chem. 31, 201 (1917). 
5) Willstitter und Grassmann, Diese Z. 138, 184 (1924); dieselben 
mit Ambros, Diese Z. 151, 286; 152, 164 (1925/26), 
4) Willstitter und Mitarbeiter, Diese Z. 151, 286 (1925/26). 
‘) Grassmann und Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 (1928). 
‘) Ambros und Harteneck, Diese Z. 181, 24 (1929); 184, 93 (1929). 
7) Liiers und Malsch, Wscehr. f. Brauerei 46, 265 (1929). 
‘) Waldschmidt-Leitz u. Mitarbeiter, Naturw. 17, 85 (1929); Diese Z. 
ISS, 17 (1930). 
%) Diese Z. 151, 286 (1925/26) und zwar 8. 288. 
10) Diese Z. 181, 24 (1929). 
1) Grassmann und Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 (1928). 
12) Naturw. 17, 85 (1929); Diese Z. 188, 17 (1930). 


























Die Aktivierung tierischer u. pflanzlicher Proteasen durch Glutathion. 127 


Aktivator in Beziehung zu bringen. Die spiirlichen Angaben, die 
iiber die Kigenschaften der Phytokinase bisher vorliegen, sprechen 
freilich eher gegen, als fiir eine solche Annahme, die aber gleich- 
wohl noch einer sorgfiltigen Priifung wert sein sollte. Dagegen 
haben wir kiirzlich in den natirlichen Sulfhydrylverbindungen 
Cystein und Glutathion eine andere Gruppe von Substanzen auf- 
gefunden, die genau wie BDlausiure und Schwefelwasserstoff das 
Papain und Kathepsin zu aktivieren vermégen?). Nachdem Gluta- 
thion sowohl in der Hefe, wie auch in allen als zookinasehaltig 
bekannten tierischen Organen in reichlicher Menge vorhanden ist, 
war mit hoher Wabhrscheinlichkeit darauf zu rechnen, da die 
beschriebenen Zoo- und Phytokinasen wenigstens teilweise mit 
(zlutathion identisch sein wiirden. Bei der Priifung dieser Frage 
haben wir uns, um nicht in das Arbeitsgebiet des Prager In- 
stituts einzugreifen, auf die Untersuchung der Verhiiltnisse im 
Pflanzenreich beschrinkt. In der Zwischenzeit ist es indessen 
W aldschmidt-Leitz und Mitarbeitern’) gelungen, die von ihnen 
aufgefundene und gereinigte Zookinase tatsichlich mit Glutathion 
zu identifizieren. In der vorliegenden Arbeit fiihren wir den 
gleichen Nachweis fiir die Phytokinase der Hefe. 


Der natiirliche Aktivator der Hefeproteinase tritt, wie wir 
finden, bei der Autolyse in Gegenwart von Zellgift rasch, nimlich 
schon innerhalb einer Stunde in Lisung iiber, wiihrend die Frei- 
legung des proteolytischen Enzyms innerhalb dieser Zeit noch 
ganz unbetriachtlich und erst nach etwa 24 Stunden beendet ist’), 
es gelingt also ohne Schwierigkeit, KEnzym und Aktivator von- 
einander zu scheiden. Dies ist der erst jetzt klar erkennbare 
Sinn des schon frither von uns geiibten Verfahrens*), bei dem 
die Hefeproteinase durch geeignete Fraktionierung wiihrend der 
¥reilegung im inaktiven Zustande und zugleich frei von bei- 
gemengten Peptidasen erhalten wurde. Die kurz nach der Ver- 
fliissigung der Hefe abgetrennte enzymatisch unwirksame Vor- 
fraktion, die das Glutathion der Hefe enthalt, ist imstande, das in- 
aktive Enzym zu seiner vollen, mit Blausiure erreichbaren Leistungs- 
fahigkeit zu aktivieren; ebenso verhilt sich Hefekochsaft. Ver- 
arbeitet man die rohen Aktivatorlésungen nach den fiir die Rei- 





') Grassmann, Dyckerhoff und vy. Schoenebeck, Diese Z. 186, 
183 (1929/30). 

2) Naturw. 18, 644 (1930). 

8) Diese Z. 179, 41 (1928), und zwar S. 58 ff. 
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nigung des Glutathions ausgearbeiteten Verfahren, so laBt sich 
der aktivierende Stoff in den das Glutathion enthaltenden Frak- 
tionen anreichern und schlieBlich als solches isolieren nnd identi- 
fizieren, wiihrend die vom Glutathion befreiten Anteile zugleich 
auch ihre aktivierende Wirkung vollkommen eingebiBt haben. 
Die Wirksamkeit der Aktivator-Rohlisungen beruht also auf ihrem 
Gehalt an Glutathion. 

Da Cystein und Glutathion nur in ihrer reduzierten Form 
eine aktivierende Wirkung gegeniiber Papain und Kathepsin aus- 
iiben, in der durch Oxydation entstehenden Disultidform aber un- 
wirksam sind’), haben wir die Meinung ausgesprochen, daf die 
natiirlichen Sulfhydrylsysteme ,,geeignet erscheinen, eine zwangs- 
liufige Koppelung der Atmung und der Proteolyse zu vermitteln 2)“. 
Denn mit dem Absinken des Oxydo-Reduktionspotentials muB es 
zu einem Uberwiegen reduzierter Thiosysteme und damit auto- 
matisch zu einer Aktivititsteigerung des Kathepsins kommen. 
Diese von uns begriindete Vorstellung, die wir fiir wahrschein- 
licher halten als die in ihnlicher Richtung liegenden friiheren Be- 
trachtungen von Waldschmidt-Leitz*), ist von Waldschmidt- 
Leitz und A. Schaffner‘) inzwischen iibernommen und im Sinne 
ihrer Theorie iiber den KiweiBstoffwechsel bésartiger Geschwiilste *) 
verwendet worden. 

Man wird nach dem _ physiologischen Sinn einer solchen 
Koppelung zwischen Atmung und Proteolyse fragen miissen. Die 
Vorstellung, daB das Uberwiegen anaerob verlaufender, z. B. hydro- 
lytischer Abbauprozesse ganz allgemein fiir die mit Sauerstoff 
unzureichend versehene Zelle charakteristisch ist, wahrend die 
Synthese in der Hauptsache der atmenden und daher energie- 
reicheren Zelle vorbehalten bleibt, scheint im Kinklang zu stehen 
mit dem auf dem Gebiete des Kohlenhydratumsatzes gewonnenen 
Erfahrungen®). Fiir den hydrolytischen KiweiBabbau in den Zellen 
und Geweben, dessen Gesamtgeschwindigkeit durch die Tatigkeit 
des Kathepsins limitiert sein diirfte, erscheint wesentlich, dab 





'! Grassmann und Mitarbeiter, Diese Z. 186, 183 (1929/30), und zwar 
S. 189. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter, Naturw. 18, 644 (1930). 

*) Diese Z. 186, 183 (1929/30) und zwar 8. 188. 

8) Naturw. 17, 85 (1929). 

*) Naturw. 18, 280 (1930). 

5) Vgl. dazu u. a. Meyerhof, Erg. d. Physiol. 22, 299 (1923); Die che- 
mischen Vorgiinge im Muskel, Berlin 1930; Lundsgaard, Biochem Z. 217%, 
162 (1930). 
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nach den Angaben von Waldschmidt-Leitz in der lebenden 
Zelle anscheinend der weitaus iiberwiegende Teil der katheptischen 
Proteinase in inaktivem und damit’) gegeniiber héheren Proteinen 
unwirksamem Zustande vorhanden ist. Das ist aber offenbar nur 
dann méglich, wenn entsprechend den Befunden von R. Bierich 
und K. Kalle?) das Glutathion in der lebenden Zelle der Haupt- 
sache nach nicht in der reduzierten, sondern in der Disulfidform 
vorliegt, eine Annahme, die allerdings, wie hervorgehoben sei, mit 
der unter anderem durch Versuche von H. KE. Tunnicliffe*) ge- 
stiitzten und zur Zeit bevorzugten Meinung in scharfem Wider- 
spruch zu stehen scheint, die aber in Anbetracht der freilich noch 
unsicheren Erfahrung iiber das Oxydoreduktionspotential der 
lebenden (und atmenden) Zellen*) und mit Riicksicht auf den ex- 
trem negativen Charakter der Sulfhydrylsysteme®) keineswegs von 
der Hand zu weisen ist. In der normalen und mit Sauerstoff 
ausreichend versorgten Zelle sollte, wenn dies zutrifit, das KiweiB 
gewissermaBen vor dem Angriff der Proteinase geschiitzt sein 
und erst in der absterbenden oder in der ungeniigend atmenden 
Zelle wiirden die Voraussetzungen fiir die Aktivierung der Pro- 
teinase und damit fiir das Einsetzen autolytischer Abbauprozesse 
gegeben sein. 

Allerdings erscheint es uns gegenwirtig noch zweifelhaft, 
ob die Gesamtheit der beobachteten Aktivierungserscheinungen 
ausschlieBlich dem Glutathion zugeschrieben werden darf. Die 
Selbstaktivierungen, welche die inaktiven Lésungen der Hefe- 
proteinase beim Stehen erfahren%), laBt sich, wie im experimentellen 
Teil gezeigt wird, nicht auf die Entstehung von reduziertem 
Glutathion zuriickfiihren. Auch in héheren Pflanzen lassen sich, 
wie es scheint, Substanzen von phytokinaseartiger Wirkung nacb- 





1) Vgl. Grassmann und Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 (1928), und 
zwar §S. 50, 70; Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter Naturw. 17, 85 
(1929): Diese Z. 188, 17 (1930). 

*) Diese Z. 158, 1 (1926). 

5) Biochemic. J. 19, 194 (1925); siehe auch Thompson und Voegtlin, 
J. of biol. Chem. 70, 793 (1926). 

4) Siehe dazu Moldenhauer-Brooks, Amer.J. Physiol. 76, 360 (1926); 
J. Needham und D. M. Needham, Proc. Roy. Soe. 98, 259 (1925); Vel. 
dagegen Cohen, Chambers und Reznikoff, J. gen. physiol. 11, 585 
(1928). 

5) Vel. dazu L. Michaelis u. L. B. Flexner, J. of biol. Chem. 79, 689 
(1928); L. Michaelis, Oxydations-Reduktions-Potentiale, Berlin 1929, S. 117. 

6) Grassmann und Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 (1928), und zwar 
S. 50, 67 ff. 
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weisen, die mit Glutathion nicht identisch sind. Eine Aktivierung 
des Kathepsins und Papains kann naturgemiB ebensogut vom 
systein, wie auch von den im héheren Eiwei8 gebundenen Sulf- 
hydrylgruppen, vielleicht aber auch von Substanzen ganz anderer 
Art, bewirkt werden. Schon die sehr unterschiedlichen Angaben?) 
iiber die Temperaturbestindigkeit der beschriebenen Zoo- und 
Phytokinasen weisen darauf hin, daB die Natur der fir die be- 
obachteten Aktivierungen verantwortlichen Substanzen keine ein- 
heitliche zu sein scheint. 


Die Frage, ob iiberhaupt den beobachteten Aktivierungser- 
scheinungen ein Zusammenwirken zwischen Enzym und Akti- 
vator zugrundeliegt”), oder ob sie nicht vielmehr durch die Aus- 
schaltung vergiftend wirkender Metallspuren zustandekommen, wie 
dies vor allem H. A. Krebs*) annimmt, soll hier nicht entschieden 
werden. Wir werden zu dieser Frage, die wir schon in unserer 
letzten Mitteilung*) beriihrt und inzwischen experimentell weiter- 
bearbeitet haben’), in Kiirze ausfiihrlich Stellung nehmen. 


Experimenteller Teil. 


1. Aktivierung des Papains und Kathepsins durch Glutathion. 


Zufolge den in einer vorausgehenden Abhandlung mitgeteilten 
Versuchsergebnissen werden Papain, Hefeproteinase und Kathepsin 
durch Cystein genau wie durch Blausiiure aktiviert, wiihrend Cystin 
sich als indifferent erweist.*) Wie wir schon kurz mitgeteilt haben ‘) 
und nunmehr experimentell belegen, ist das Verhalten des Glutathion 
demjenigen des Cysteins bzw. Cystins analog. Die zur maximalen 
Aktivierung des Papains ausreichende Konzentration an reduziertem 
Gilutathion betriigt in den Spaltungsversuchen mit Gelatine etwa 


') Vgl. Demuth, Klin. Wochenschr. 6, 2099 (1927); Demuth und 
v. Riesen, Biochem. Z. 205, 22 (1928); Ambros und Harteneck, diese 
Z. 181, 24 (1929) und zwar S, 37; Waldschmidt-Leitz und Mitarb ‘iter, 
Diese Z. 188, 17 (1830), und zwar SB. 33. 

2) Vgl. dazu Willstitter und Grassmann, Diese Z. 138, 184 (1924, 
und zwar S, 186, 192; vgl. auch R. Willstitter, Osterr, Chem.-Ztg. 32, 
Nr. 13 (1929); ,,Zur Lehre v. d. Katalysatoren“, Darmstadt 1927, u. zw. S. 10. 

5) Biochem. Z. 220, 289 (1930). Vgl. auch Myrbiack, Diese Z. 18S, 
160 (1926) und zwar 8. 166. 

4) Diese Z. 186, 183 (1929/30), und zwar S. 185. 

5) Vgl. Dissertation Schoenebeck, Miinchen 1930. 

®) Diese Z. 186, 183 (1929/30) und zwar S. 189f. 

’) Diese Z. 186, 183 (1929/30), und zwar S. 185 Anm. 
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0,001 Mol pro Liter, ist also noch geringer alsim Falle des Cysteins. 
Die Disulfidform, die hier der giinstigeren Léslichkeitsverhiltnisse 
wegen bei jeder Aciditit und in hinlinglich hoher Konzentration an- 
gewandt werden kann, erweist sich als vollkommen unwirksam (‘l'ab. 1). 

Das zu den Versuchen dienende Glutathion war im wesentlichen nach 
den Vorschriften von Hopkins’) sowie von Kendall und Mitarbeitern ?) 
gewonnen und schmolz bei 198° unkorr.), also 8° iiber dem yon den ge- 
nannten Autoren angegebenen Schmelzpunkt. Das reine, mehrmals um- 
kristallisierte Peptid schmilzt aber noch héher, niimlich bei etwa 203° 
(unter Zersetzung). Die Uberfiihrung in die Disulfidform erfolgte nach der 
Vorschrift von J. M. Johnson und C. Voegtlin.’) 

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte im iibrigen entspreehend den 
friher angegebenen Bedingungen, und zwar stets in der Weise, dab die 
zu priifenden Zusatzstuffe vor dem Zusatz des Substrates eine Stunde lang 
auf die Lésung des Enzyms einwirkten; die Kontrollversuche wurden 
selbstverstiindlich vdéllig gleichartig behandelt. 

Im Gegensatz zu den katheptischen Proteinasen wird das 
Pepsin weder von der reduzierten noch yon der oxydierten Form 


des Glutathions beeinfluBt: 

0,040 g Casein, 0,20g Pepsin in der Titrationsprobe von 2 cem; 
Pi = 2,8, eingestellt mit m/10-Citrat-HCl-Mischung; Spaltungszeit 4 Stdn.; 
40°. Spaltung a) ohne Zusatz; b) in Gegenwart von m/200 reduziertem 
Glutathion; c) in Gegenwart von m/200 oxydiertem Glutathion: Spaltune 
bei a) 0,48: b) 0,40; ¢) 0,50 cem n/20-KOH. 


2. Trennung der Hefephytokinase und der Hefeproteinase: 
Identifizieruang der Phytokinase als Glutathion. 


Willstatter und Grassmann’‘) hatten beim ,,Hefetrypsin“, 
d. h. bei der von Dipeptidase befreiten Mischung aus Proteinase 
und Aminopolypeptidase, eine Aktivierung durch Blausiiure nicht 
angetroffen. Fiir dieses negative Ergebnis haben wir spiiter®) 
zwei Griinde verantwortlich gemacht: Erstens war damit zu 
rechnen, daB in den Versuchen von Willstitter und Grass- 
mann die Blausiureaktivierung der Proteinase durch die gleich- 
zeitige Hemmung der Amino-polypeptidase verdeckt sein kénnte. 
Zweitens zeigte es sich, daB in den bei neutraler Reaktion aut- 
bewahrten inaktiven Lésungen der Hefeproteinase .,ein natiir- 





1) Hopkins, Jl. of Biol. Chem, 84, 269 (1929). 

*) Kendall, Me Kenzie u. Mason, Jl. of Biol. Chem. $4, 657 (1929). 

3) Jl. of Biol. Chem. 73, 703 (1927) und zwar S. 706: vel. dazu unsere 
Ksemerkung, Diese Z. 189, 112 (1930) und zwar 3S. 116, 

*) Diese Z. 153, 250 (1926) und zwar S. 253. 

*) Grassmann u. Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 (1928) u. zwar S. 49. 
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Tabelle 1. 


Verhalten katheptischer Proteinasen gegen Glutathion. 
(py = 5,0, eingestellt mit m/30-Dinatriumcitrat; 0,12 g Substrat in der Titra- 
tionsprobe von 2ccm. Spaltungszeit in den Versuchen iiber Gelatine- 
spaltung mit Papain 1 Stunde, in allen iibrigen 24 Stunden. Aciditiits- 
zuwachs in ecm n/20-KOH.) 





Spaltung von 






































arn an —s 
Zusatz Mol; Liter Q ' ti Pepton aus 
seca Gelatine 
a) Versuche mit Papain Merck (1,2 mg) 
_ 0,40; 0,45 0,00 
HCN. ....... 0,02 1,00; 1,05 0,40 ; 0,40 
Glutathion (reduziert). . 0,0007 0,45; 0,45 0,10 
a " 0,0010 0,95 0,15 
a 0,0025 1,05 0,25 
, * : % 0,0050 1,05 0,56 
b) Versuche mit Papain Witte (1,2 mg) 
_ _ 0,90 0,00 
HCN. salad all 0,02 1,35 ! 0,95 
Glutathion (reduziert) .. 0,0050 1,30 0,60 
‘ (oxydiert) . . 0,0050 0,95 0,00 
ce) Versuche mit Bromelin (3,3 mg Trockenpriparat aus Ananas) ') 
— —_ 1,75 0,15 
6°46 nents Oe Oe le 0,02 2,40 1,10 
Glutathion (reduziert) . . 0,0050 2,40 1,40 
d) Versuche mit Hefeproteinase (2 mg Trockenpriiparat)’) 
i én 0,30 0,00 
HCN. ....... 0,02 0,60 0,95 
Glutathion (reduziert) .. 0,0050 0,60 | 0,95 
- (oxydiert) . . 0,0050 — 0,00 
e) Versuche mit Kathepsin (0,16 cem Glycerinauszug aus Niere) 
— — 0,85 | 1,70 
rer 0,02 1,85 | 2,80 
Glutathion (reduziert) .. 0,0050 1,85 | 2,80 
em (oxydiert) . . 0,0050 0,85 | 1,55 








') Gewonnen nach Willstitter und Mitarbeiter, Diese Z. 151, 286 
(1925/26) und zwar S. 292. 

*) Gewonnen nach Grassmann u. Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 
(1928) und zwar S. 62. 
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licher Aktivator gebildet wird, dessen Wirkung derjenigen der 
Blausiure analog ist“ und es war daher anzunehmen, daB auch 
das unterschiedliche Verhalten der friiher untersuchten Proteinase- 
priparate aus Hefe, ihnlich wie das der ganz oder teilweise akti- 
vierten Priparate aus Ananas und aus Carica Papaya?) durch 
Vergesellschaftung mit wechselnden Mengen eines solchen natiir- 
lichen Aktivators bedingt sei. Zur Gewinnung inaktiver, durch 
HCN, H,S, Cystein oder Glutathion aktivierbarer Proteinase- 
darstellungen ist, wie sich nun zeigt, die Entfernung der Amino- 
polypeptidase weit weniger wichtig als die villige Beseitigung des 
natiirlichen Aktivators. Denn die unten beschriebenen inaktiven 
Priparate der Hefeproteinase sind keineswegs vollig frei von 
Aminopolypeptidase. Auch zeigen die rohen Glycerinausziige aus 
Niere eine sehr deutliche Blausiureaktivierung (vgl. Tab. 1), ob- 
wohl sie bekanntlich erhebliche Mengen an Dipeptidase und 
Aminopolypeptidase enthalten. Wesentlich fiir die Gewinnung 
phytokinasefreier Priiparate der Hefeproteinase ist zweierlei: 
Erstens die Entfernung des in der Hefezelle vorgebildeten Akti- 
vators, die sich durch fraktionierte Autolyse erreichen libt, und 
zweitens die Einhaltung einer schwachsauren Reaktion wibhrend 
der Freilegung des Enzyms, wodurch eine Selbstaktivierung ver- 
mieden wird.”?) Beide Bedingungen sind bei dem Verfahren zur 
Gewinnung der Proteinase eingehalten worden, ohne dab ihre 
wahre Bedeutung klar erkannt worden wire. Die Abtrennung 
einer enzymatisch unwirksamen Vorfraktion sollte in der an- 
gegebenen Arbeit im wesentlichen der Beseitigung von Ballast- 
stoffen dienen. Nunmehr zeigt es sich, dai diese Vorfraktion 
die gesamte in der Hefe vorgebildete Phytokinase enthiilt, die 
sich so iiberraschend leicht frei von proteolytischer Wirkung ge- 
winnen 1iBt. 

Versuch: 3kg frische Bierhefe wurden mit 300 g Essigester ver- 
fliissigt und in zwei ungleiche Portionen (entsprechend 2,5 und 0,5 kg Hefe) 
unterteilt. Die kleinere Portion versetzte man nach cingetretener Ver- 
fliissigeng mit 500 cem Wasser und iiberlieB sie der Autolyse, wobei die 
auftretende Siure durch Zugabe von NH, neutralisiert wurde. Die nach 
24 Stunden von den Heferiickstiinden abgetretene Enzymlésung (A) erweist 
sich als nahezu véllig aktiviert, ihre Wirksamkeit wird durch Zugabe von 
HON kaum gesteigert: 





1) Willstitter u. Grassmann, Diese Z. 151, 286 (1926) und zwar 
S. 288; Ambros u. Harteneck, Diese Z. 181, 24 (1929). 
*) Siehe Grassmann u. Dyckerhoff, a. a. O. und zwar S. 67. 
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0,4 ccm Enzymlésung, 0,08 g Gelatine in der Titrationsprobe von 2 ccm; 
Py = 5,0, hergestellt durch m/25-Dinatriumcitrat. Spaltungszeit 24 Stunden 
bei 40°. 


a) Aciditiitszuwachs im Versuch ohne HON. . . . 0,48 cem n/20-KOH 
b) - in Gegenwart von m/50-HCN  . 0,53 eem ‘. 
c) Kontrollversuch zu b) ohne Substrat . . . . . 0,01 cem - 


Die gréBere Portion (2500 g Hefe entsprechend) wurde nach ein- 
getretener Verfliissigung mit 2,5 Liter Wasser verdiinnt, wiihrend einer Stunde 


der Autolyse iiberlassen und dann sofort zentrifugiert. Die gewonnene Lisung 
(,, Vorfraktion") erweist sich, wie oben bestimmt, als proteinasefrei: 

a) Aciditiitszuwachs im Versuch ohne HCN. . . . 0,06 cem n/20-KOH 
b) " in Gegenwart von m/50-HCN. . 0,05 ecm i 

¢) Kontrollvyersuch zu b) ohne Substrat . . . . . 0,04 eem " 


Der Heferiickstand wurde nach dreimaligem griindlichen Waschen mit 
Wasser in der Zentrifuge zur Gewinnung der Proteinase erneut mit 1,5 Liter 
Wasser und 150 ccm Kssigester der Autolyse iiberlassen, wobei die ge- 
ringe noch entstehende Siuremenge nicht neutralisiert wurde. Die nach 
24 Stunden abgetrennte Enzymlésung (B) enthilt nun inaktive, nur in Gegen- 
wart von HCN wirksame Proteinase: 


a) Aciditiitszuwachs im Versuch ohne HCN . . 0,02; 0,01 eem n/20-KOH 
b) " in Gegenwart von n/50-HCN 0,34; 0,38 eem . 
c) Kontrollversuch zu b) ohne Substrat . . . 0,01: 0,02 cem 7" 


Vereinigt man die inaktive Lésung B mit gleichen Teilen der proteinase- 
freien Vorfraktion, so ergibt sich die volle, mit HCN erreichbare Wirkung. 
Bei Zusatz kleinerer Mengen der Vorfraktion wird eine geringere, der zu- 
vefiigten Menge anniihernd proportionale Aktivititssteigerung erzielt: 


a) 0,4cem Enzymlésung b 


+ 0,4 cem Vorfraktion ergaben . . 0,37; 0,42 eem n/20-KOH 
b) 0,4eccm Enzymlésung B 

+- 0,2 cem Vorfraktion ergaben. . . 0,21 eem n/20-KOH 
c) 0,4 cem Enzymlésung b 

+ 0,05 cem Vorfraktion ergaben . . 0,07 cem n/20-KOH 
d) Kontrollversuch zu a) ohne Substrat . . . 0,05; 0,03 eem n/20-KOH 


Auch Hefekochsaft enthalt Phytokinase, und zwar ist der aus 
einem Teil Hefe und einem Teil Wasser erhaltene Kochsaft in 
seiner aktivierenden Wirkung der im vorausgegangenen Versuch 
angewandten Vorfraktion ungefiihr gleichwertig. Der folgende 
Versuch 2 zeigt die aktivierende Wirkung des Hefekochsaftes 
gegeniiber Papain: 

Versuch 2. Angewandt 1,2 mg Papain, Spaltungszeit 1 Stde.; die iibrigen 
Bedingungen wie Versuch 1. 


a) Aciditiitszuwachs ohne HCN... . . . 0,40; 0,45 cem n/20-KOH, 
b) i in Gegenwart von m/50-HCN 1,00; 1,05 ccm » ’ 
c) - - ‘- 5» 0,04 eem Kochsaft 0,50 cem 

d) 9 ‘“ ss », 0,20 cem * 0,70 ccm _ . 


e) ” 9 - », 0,30 cem - 0,80 ccm 
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Vom Hefekochsaft ist bekannt, dab er das Glutathion der 
Hefe enthiilt.!) Wie der folgende Versuch zeigt, beruht auch die 
aktivierende Wirkung der im Versuch 1 angewandten Vorfraktion 


auf ihrem Gehalt an Glutathion: 


Aus 2,3 Liter der im Versuch 1 gewonnenen Vorfraktion wurde ent- 
sprechend der Vorschrift von Kendall?) und Mitarbeitern das Glutathion 
zusammen mit anderen Begleitstoffen als Pb-Salz ausgefiillt. Die von der 
Pb-Fillung abzentrifugierte Lésung (C), die durch Schwefelwasserstoff vom 
Blei und durch mehrmaliges Abdampfen unter vermindertem Druck (in 
Wasserstoffatmosphiire) vom Schwefelwasserstoff befreit war, zeigte keinerlei 
aktivierende Wirkung mehr: 

0,4cem Enzymlésung B + 0,4 Lisung C ergaben unter den oben an- 
gegebenen Bedingungen einen Aciditiitszuwachs von 0,02; wiederholt 
0,07 cem n/20-KOH. 

Die gewonnenc Bleifillung wurde mit verdiinnter Schwefelsiiure zer- 
legt, die vom Bleisulfat abfiltrierte Lésung mit H,S vollstindig entbleit und 
vom Schwefelwasserstoff befreit. Die Isolierung des Glutathions als Cupro- 
salz ergab eine Ausbeute von 1,50 g Glutathionkupfer, aus dem nach der 
Zerlegung die itibliche Ausbeute an kristallisiertem Glutathion vom Schmelz- 
punkt 193 gewonnen wurde. Die von dem schwerldslichen Glutathionkupfer 
abfiltrierte Lésung erwies sich nach der Entfernung des_ iiberschiissigen 
Kupfers als vollkommen frei von aktivierender Wirkung. 

Nach der erzielten Ausbeute an Kupfersalz wiire die Glutathion- 
konzentration in der urspriinglich verarbeiteten Lisung auf rund ?2/;,,. Mol 
im Liter zu schiitzen. Diese Konzentration ist fiir die Erklirung des mit 
der rohen Vorfraktion erzielten Aktivierungseffektes nur anniihernd aus- 
reichend. Man wird beriicksichtigen miissen, daB die Isolierung des Glutathion- 
kupfers nicht ganz quantitativ durchfiihrbar ist; aber es ist auch mit der 
Mdglichkeit zu rechnen, daB auBer dem Glutathion noch andere Bestandteile 
des urspriinglichen Auszuges an der Aktivierung beteiligt sein kénnen. 


Die nach dem Verfahren der fraktionierten Autolyse gewon- 
nenen Lésungen der Hefeproteinase aktivieren sich, wie wir friiher 
schon festgestellt haben, innerhalb einiger Tage beim Stehen in 
neutraler Lésung. Die Selbstaktivierung unterbleibt bei schwach 
saurer Reaktion (p,, = 5) und sie verliuft, wie sich nunmehr 
ergeben hat, erheblich schneller im schwach alkalischen Gebiete.*) 
Die Aktivitaitssteigerung gilt nur fiir Spaltungsversuche in Ab- 
wesenheit von HCN; die in Gegenwart von Blausiure bestimmte 
Wirkung bleibt im Laufe der Selbstaktivierung konstant oder sie 
erfahrt eine sehr geringfiigige Abnahme. Ks liegt nahe, die 
Erscheinung auf die Neubildung eines Aktivators in der Enzym- 





1) Vgl. Hopkins, J. of Biol. Chem. 84, 269 (1929). 
2) J. of Biol. Chem. 87, 55 (1930), und zwar S. 77. 
3) Diese Z. 179, 41 (1928) und zwar 8. 50 und 67. 
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lésung zuriickzufihren, aber es hat sich kein Anhaltspunkt dafiir 
ergeben, daB es sich in diesem Falle um reduziertes Glutathion 
oder um verwandte Substanzen handelt. Die Aktivierung erfolgt 
mit gleicher Geschwindigkeit in Stickstoffatmosphire oder beim 
Durchleiten von Sauerstoff. Die aktiv gewordenen Lésungen, die 
im Gegensatz zu den oben beschriebenen aktivierenden Vorfraktionen 
keinerlei Nitroprussidreaktionen zeigen, verlieren ihre Aktivitat 
nicht, wenn man sie bei schwach alkalischer Reaktion mit Sauer- 
stoff behandelt, also unter Bedingungen, unter denen Sulfhydryl- 
verbindungen in die entsprechenden Disulfide verwandelt werden 
sollten. Bleiacetat ruft zwar in den aktivierten Lisungen einen 
schwerléslichen Niederschlag hervor, aber aus der mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegten Bleifillung, die iibrigens keine aktivierende 
Wirkung gegeniiber Papain oder inaktiver Hefeproteinase zeigt, 
kann kein schwerlésliches Cuprosalz isoliert werden. Das Wesen 
der beim Aufbewahren der Proteinaselésungen aus Hefe ein- 
tretenden Selbstaktivierung bleibt also noch aufzukliren. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir ergebenst fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit. 
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Proteolytische Enzyme in den Leukocyten des Menschen. 


Von 


Erik Husfeldt. 


Mit 7 Figuren im Text. 
(Aus dem Universitatsinstitut fir allgemeine Pathologie und dem Carlsberg-Laboratorium.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. November 1930.) 
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I. Einleitung. 


1. Im Blute findet man, wie bekannt, hauptsichlich drei ver- 
schiedene Formen von Leukocyten: Die granulierten, polymorph- 
kernigen Leukocyten, die normalerweise im Knochenmark gebildet 
werden und etwa 75°/, vom Gehalte des Blutes an Leukocyten 
ausmachen; die ungranulierten, mononucleiren Lymphocyten, die 
in den Lymphdriisen gebildet werden — etwa 20°/, —; und 
schlieBlich groBe, einkernige Zellen, Monocyten, deren Protoplasma 
ganz fein granuliert, ,,gestiubt* ist, in einer Menge von etwa 5°/. 

Bei akuten Entziindungen, wo die polymorphkernigen Leuko- 
cyten die Hauptrolle spielen, findet man diese in weitaus iiber- 
wiegender Anzahl, wihrend bei einem Teil der chronischen Ent- 
ziindungen die Lymphocyten die Hauptrolle spielen. Bei gewissen 
Formen der bekannten, bésartigen Blutkrankheit Leukiimie do- 
miniert gleichfails die eine oder die andere Zellform im Blut, 
so zwar, dab man in einigen Fallen das Blut so gut wie aus- 
schlieBlich von Lymphocyten iiberschwemmt findet; in anderen 
Fallen wieder iiberwiegen bei weitem die granulierten polymorph- 
kernigen Leukocyten und deren Vorstadien: die groBen, einkernigen, 
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granulierten, sogenannten Myelocyten, und die groBen, einkernigen 
ungranulierten, sogenannten Myeloblasten, die man fir normal 
nicht im Blut, sondern nur an ihrer Bildungsstitte, im Knochen- 
mark, antrifft. 

Wenn man die Enzyme einer einzelnen Zellform der Leuko- 
cyten zu untersuchen wiinscht, kann man daher zwei Wege ver- 
folgen: Die Untersuchung der Zellen in Entziindungsexsudaten 
und die Untersuchung der Zellen im Blute von Leukimiepatienten. 
Beide Wege sind in der nachfolgenden Arbeit beschritten worden. 
Sie bebandelt hauptsichlich die polymorphkernigen, (,,spezial- 
granulierten*) Leukocyten und bildet ein Glied in einer Reihe 
von Untersuchungen iiber physiologisch-chemische Prozesse bei 
akuten Entziindungen, wo diese Zellform ja die dominierende ist; 
sie gewinnt also besonders dadurch theoretisches Interesse, da8 
die bearbeiteten Enzyme einer einzigen Zellform entstammen 
und nicht einem Gemisch, wie es z. B. in Leukocytpriparaten aus 
dem Blute vorliegt, oder auch in Ausziigen aus Organen wie 
Milz und Leber. 

2. Die Proteasen der Leukocyten wurden bekannt, als 
Friedrich Miller’) 1888 mitteilte, daB Glycerinausziige aus 
Kiterzellen imstande seien, Fibrin und koaguliertes Serum in 
schwach alkalischem Medium zu verdauen, und waren im Anfang 
des jetzigen Jahrhunderts Gegenstand recht umfassender Unter- 
suchungen; doch sind sie in der neueren Zeit mehr in den Hinter- 
grund getreten. Ks ist daher eine interessante Aufgabe, sie neuer- 
lich in Bearbeitung zu nehmen, gestiitzt auf die bedeutungsvollen 
Fortschritte, die die Kenntnis der proteolytischen Enzyme in den 
letzten Jahren gemacht hat — besonders durch die bewunderns- 
werten Arbeiten der Willstatterschen Schule. 

Die folgenden Untersuchungen beschiftigen sich vor allem 
mit den Leukocyten des Menschen, und es sollen daher zuerst 
in Kiirze die Resultate friiherer Bearbeitungen dieses Gebietes 
aus der neueren Zeit angefihrt werden. 

Lord‘) untersuchte Menschenleukocyten aus Lungen mit 
croupéser Pneumonie im Hepatisationsstadium: praktisch aus- 
schlieBlich polymorphkernige Leukocyten. Er verwendete als Sub- 
strat Loeffler-Serumplatten mit verschiedenem p,, (Millers Tropf- 
methode), und fand Spaltung fiir p,, 6,7—7,3, nicht aber auBer- 
halb dieses Bereiches. Pepton wurde bei p,, 4,8—8,0 gespalten, 


das Maximum lag bei 7,3. 
Nye!) verwendete gleichfalls Menschenleukocyten aus Pneu- 


/ 
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monielungen und als Substrat Fibrin aus Pferdeblut. Er be- 
stimmte die Menge des nicht koagulierbaren Stickstofis — nach 
Fallung mit Trichloressigsiure — vor und nach der Spaltung, 
und fand, daB diese bei p,, 4,0—8,0 vor sich ging, mit Optimum 
bei p,, 8 oder dariiber. 

Von Untersuchungen an Tieren. soll angefiihrt werden, dab 
Dernby?) in den polymorphkernigen Leukocyten aus dem Aleu- 
ronat-Exsudat eines Kaninchens eine Protease fand, die Gelatine 
bei p,, 2—7 spaltete, mit Optimum bei 3. Pepton wurde bei 
P,, 4,0—8,5 gespalten, das Optimum lag bei 7,9. Opie?) meinte 
bei Hunden zwei Proteasen nachweisen zu kénnen, eine, die in 
saurem Milieu wirkte und aus den Monocyten stammte, und eine 
andere, die in alkalischem Milieu wirkte und aus den polymorph- 
kernigen Leukocyten stammte. 

Willstatter, Bamann und Rhodewald?®) haben Leuko- 
cyten aus dem Blute von Pferden, Schweinen und Hunden be- 
arbeitet. Die Proteinasewirkung wurde untersucht mittels Casein- 
spaltung, gemessen durch die gewoéhnliche Willstitter-Titration. 
Sie fanden Spaltung sowohl im sauren als auch im alkalischen 
Milieu, wie es in ‘ab. IJ und Fig. 1 (Kurven 1 und IJ) dargestellt 
ist, — und vermuten ganz so wie Opie?*) die Anwesenheit von 
2 Enzymen: einem Kathepsin, wirksam in saurem Medium und ver- 
mutlich den Monocyten entstammend, und einem Trypsin, das in 
aktiviertem Zustand auftritt und aus den polymorphkernigen Leu- 
kocyten stammt. Die Peptidasewirkung verursachte sehr ge- 
ringe Spaltung von Chloracetyl-Tyrosin, doch ausgeprigte Spaltung 
von Dipeptiden und Tripeptiden, namentlich den letzteren, in ganz 
schwach alkalischem Milieu. 


II. Theoretischer Teil. 


Aus den folgenden Untersuchungen geht hervor, daB man im 
Auszug aus Zellen, die ausschlieBlich dem myeloiden System 
angehdérten (polymorphkernige Leukocyten und deren Vorstadien’, 
zwel Proteinasen findet: 

1, Ein Kathepsin, welches bei p,, 83—7 spaltet, mit einem 
Optimum, das mit dem isoelektrischen Punkt des Substrates va- 
riiert, ohne doch damit zusammenzufallen; so spaltet es Casein 
optimal bei p,, 4,3 (isoelektrischer Punkt = 4,5), Edestin optimal 
bei p,, 5,2 (isoelektrischer Punkt = 6,9). 

2. Eine Tryptase in sehr reichlichen Mengen, die mit der 
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Zerstérung des Zellmaterials zunehmen. Ihre Wirkung beginnt 
bei p,, 4 und steigt mit zunehmender Alkalinitit der Lésung. In 
Ausziigen aus Exsudatzellen, welche ausschlieBlich aus polymorph- 
kernigen Leukocyten bestehen, die einer Autolyse mit Chloroform 
unterworfen worden waren, findet man diese Tryptase in so groben 
Mengen, daB sie das Kathepsin ganz verdecken. 

Es scheint also, daB sich das Kathepsin in allen tierischen 
Zellen findet und vermutlich das eigentliche Autolysenenzym vor- 
stellt, von welchem man annimmt, daB es den fir das Leben der 
Zelle notwendigen Auf- und Abbau der zugefiihrten Proteinstoffe 
besorgt. Gewisse Zellen, nimlich die Pankreaszellen und die 
polymorphkernigen Leukocyten, enthalten auBerdem noch eine 
Tryptase, der besondere und besonders wichtige Aufgaben im Orga- 
nismus zufallen — der Pankreastryptase bei der Darmverdauung, 
der Leukocyten-Tryptase bei akuten Kntziindungen. 

Im Glycerinauszug der Leukocytenmischung des normalen 
Blutes findet man auBerdem reichliche Mengen von Peptidasen. 
Besonders stark ist die Spaltung von T'ripeptiden. Das Optimum 
fiir die Spaltung von Alanyl-Glycyl-Glycin liegt bei p,, 7,3, ganz 
so wie fiir die Aminopolypeptidase des Darmsaftes. 

Bei der Spaltung von Dipeptiden zeigt sich ein charakte- 
ristischer Unterschied zwischen den Spaltungen von Leucyl-Glycin 
und Alanyl-Glycin. Das letztere wird etwa dreimal so schnell 
gespalten wie Leucyl-Glycin und das Spaltungsoptimum liegt bei 
P, 72, das Optimum der Leucyl-Glycin-Spaltung dagegen bei 
P,, 8,1. Diese Verhiltnisse erinnern sehr an die bei den Pepti- 
dasen des Darmsaftes beobachteten und lassen sich durch die 
gleichen Uberlegungen erkliiren, wie sie Linderstrgm-Lang auf 
diese anwendet (siehe iibrigens S. 154). 

Von Tetrapeptiden ist nur Leucy]-Glycyl-Glycyl-Glycin unter- 
sucht worden, welches etwas schwiicher als die iibrigen Peptide 
gespalten wird. 

Im Glycerinauszug aus Zellen, die ausschlieBlich dem myeloiden 
System angehoéren, sind dieselben Enzyme in den gleichen relativen 
Mengen gefunden worden und auBerdem eine schwache Spaltung 
von acylierten Polypeptiden. 

Zellen, diedemlymphoidenSystemangehéren, 
wurden noch nicht untersucht. 

Man ersieht hieraus, daB sich in einer einzelnen Zellenart, 
nimlich den Granulocyten des Blutes, ein Enzymkomplex findet, 
der vollstiindig dem des Darmkanals entspricht, Es ist dies das 
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erstemal, daB Versuche mit einer ,,isolierten“ Zellenart vorgenommen 
wurden, da sowohl die friiher untersuchten Organe (Milz und Leber 
als auch normales Blut ein Gemisch von Zellen enthalten. 


Glycerinausziige aus Organen [Waldschmidt-Leitz?*)] ent- 
halten, wie sich gezeigt hat, entsprechende Enzyme, jedoch mit 
Ausnahme der Tryptase, die fiir die polymorphkernigen Leukocyten 
des Menschen und gewisser Tiere spezifisch zu sein scheint, wogegen 
sie bei anderen Tieren fehlt. Doch soll hier darauf hingewiesen 
werden, daB Hedin‘) in der Milz von Rindern und Widmark'’) 
im Thymus eine Tryptase nachgewiesen haben; dies ist nur natiir- 
lich, da sowohl Milz als auch Thymus reichliche Mengen von 
polymorphkernigen Leukocyten enthalten. Spitere Bearbeiter 
[Waldschmidt-Leitz?>)| leugnen die Anwesenheit einer T'ryp- 
tase in der Milz und fiihren die schwache Spaltung, die man im 
alkalischen Milieu findet, auf eine Kombination von schwacher 
Kathepsin- und kraftiger Peptidasewirkung zuriick. Doch kann 
kaum ein Zweifel dariiber bestehen, daB Hedin Recht hat, da 
Waldschmidt-Leitz die Enzyme durch Ausziehen mit Glycerin 
in saurer Lisung darstellt. Hedin zeigt ja gerade, dab die Tryp- 
tase sich unter solchen Umstiinden nicht extrahieren liBt, sondern 
im Gewebe zuriickbleibt. Er beniitzt zum Nachweis des Knzyms 
die Bestimmung der Menge von unkoagulierbarem Stickstoff vor 
und nach der Spaltung, und seine Resultate kénnen daher nicht 
auf der Wirkung von Peptidasen beruhen. Endlich mu8 man be- 
achten, da8 Hedin die Tryptase nur in leukocytreichen Organen 
fand, dagegen nicht in Leber und Niere, obgleich er sich hierbei 
derselben Methode bediente. 


Gewisse der proteolytischen Enzyme der Leukocyten (die 
Proteinasen) sind an die sogenannten Granulationen der Leukocyten 
gebunden. Diese Granulationen sind im lebenden Zellkérper EKi- 
weiBtropfen. Deren isoelektrischer Punkt laBt sich bestimmen, 
indem man sie mit sauren und basischen Farbstoffen in Lisungen 
mit varierter Wasserstoffionenkonzentration fiirbt; er ist fiir ver- 
schiedene Tiere verschieden. Es zeigt sich nun, daB die Disso- 
ziation des KiweiBstoffes mit der p,,-Aktivitiitskurve der Enzyme 
zusammenfillt, so da8 man an die Méglichkeit denken mub, dab 
diese durch die Dissoziation des Proteinstoffes bedingt werde. 
Nihere Untersuchungen dieser sehr interessanten zellenbiologischen 
Verhiiltnisse werden vorgenommen werden. 
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I1I. Experimenteller Teil. 


1. Das Enzymmaterial. 


Zu den Proteinasenuntersuchungen wurde in einem Teil 
der Versuche Kiter von akuten Entziindungen verwendet. Bei 
sorgfaltiger Auswahl kann man Priiparate finden, die nahezu aus- 
schlieBlich (zu 95°/,) aus polymorphkernigen Leukocyten bestehen, 
wohlbewahrt sind, und nur sehr wenige Bakterien enthalten. Solche 
Priparate wurden mit 0,9°/,iger Natriumchloridlésung gewaschen, 
bis die Waschfliissigkeit Hellers Reaktion auf Kiweif nicht mehr 
gab; sodann wurde 24 Stunden bei 37° mit Chloroform autolysiert. 
Man erhalt auf diese Weise wirksamere Priiparate als beim Aus- 
ziehen mit Glycerin (siehe spiiter) und tétet gleichzeitig die Bak- 
terien ab. Zur Kontrolle wurde bei allen Versuchen am SchluB 
eine Probe auf Agar iiberimpft und hierbei kein Wachstum be- 
obachtet. Man erreicht ferner nach dieser Methode eine Messung 
der reinen Proteinasewirkung, da die Peptidasen beim Stehen mit 
Chloroform zerstért werden. 

Zu anderen Versuchen wurden Leukocyten aus dem Blute 
eines Patienten mit myeloider Leukiimie verwendet, welches nur 
1°/, Lymphocyten, keine Monocyten, und sonst ausschlieBlich Zellen 
aus dem Knochenmark enthielt; extrahiert wurde mit 87°/,igem 
Glycerin. 

Peptidasenuntersuchungen: Ks ist vorliufig noch nicht 
moéglich gewesen, die reinen polymorphkernigen Zellen des Men- 
schen zu untersuchen. Bei den Versuchen zeigte sich, daB die 
chloroformierten Kiterzellen weder Dipeptide, Tripeptide, noch 
acylierte Polypeptide spalteten, was in Anbetracht der relativen 
Unbestiindigkeit des Peptidasen nicht wundernehmen kann. Es 
zeigte sich wohl bei der Willstitter-Titration eine recht betriichtliche 
Freilegung von titrierbaren Carboxylgruppen, allein beim Kontroll- 
versuch ohne Substrat fand sich eine durchaus entsprechende 
Spaltung, welche also auf der Autolyse der Zel!en selbst beruht. 
Man verwendete daher fir diese Versuche Glycerinausziige des 
Blutes teils von normalen Menschen, teils vom selben Patienten 
mit myeloider Leukiimie, wie bei den Proteinaseversuchen, wo 
also die Zellen, praktisch gesprochen, alle dem myeloiden System 
entstammten. Das Blut wurde vermittels Venenpunktur entnommen 
und in Citratlésung gesammelt. Die Leukocyten wurden nach 
Senkung der Erythrocyten abpipettiert, zentrifugiert und 4 mal 
mit reichlicher 0,9°/,iger NaCl-Lésung gewaschen. Der Boden- 
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satz wurde 10 Stunden lang bei 20° mit 87°/, igem Glycerin ex- 
trahiert, zentrifugiert und die Liésung einige wenige Tage bei 
—3° aufbewahrt. Beim Aufbewahren trat keine Schwiichung der 
Priparate ein. Vor den Versuchen wurde die Lisung mit Wasser 
bis zu einem Glyceringehalt von 50°/, versetzt, um das Abpipet- 
tieren zu erleichtern. 


2. Die Proteinasen. 


Als Substrat wurde Casein verwendet; Stammlisung 2°/ ie. 
(8g Casein nach Hammarsten +50 ccm n/10-NaOH, mit Wasser 
aufgefiillt auf 400 ccm). Von dieser Stammlisung wurden fiir 
die Versuche 15 ccm entnommen, 10 ccm Pufferlésung hin- 
zugefiigt und mit Wasser auf 45 ccm anfgefiillt. Als Puffer 
wurden verwendet Salzsiure, Citrat, Phosphat, Borat und Natron- 
lauge; p,, wurde bei 18° kolorimetrisch bestimmt. Der Spal- 
tungsgrad wurde nach Greenwald*) bestimmt, und zwar durch 
Fallung des koagulierbaren Proteinstoffes in 3°/, Trichloressig- 
siure, Filtrieren und Bestimmen des Stickstoffs im Filtrat durch 
Makro- Ixjeldahl-Analyse. 

Edestin. Stammlésung von 2°/, (6g Kdestin ,,.Merck* werden 
mit warmem Wasser zu einem Brei angeriihrt, 40 ccm n/10-HCl 
zugesetzt, und mit Wasser auf 300 ccm aufgefillt; dann wird 
erwirmt und filtriert). Zu den Versuchen wurden 15 ccm ent- 
nommen, Pufferlisung und Wasser bis aut 45 ccm zugesetzt usw., 
wie bei Casein. 

Fibrin aus Pferdeblut wird eine Stunde lang auf dem Wasser- 
bad auf 100° erwarmt, um die Selbstverdauung des Fibrins zu 
inaktivieren, die sonst infolge der Gegenwart von Leukocyten 
aus dem Pferdeblut eintritt. 0,3 g Fibrin + Pufierlésung -- Wasser 
auf 45 ccm, derselbe Vorgang wie friiher. 

Die Kontrollen umfassen den unkoagulierbaren Stickstoti in 
unverdautem Protein + den bei der Selbstverdauung des Enzym- 
materiales gebildeten. 


a) Versuche mit polymorphkernigen Zellen 
aus Exsudaten. 


Nr. 1. Versuch mit frisch autolysierten Leukoecyten. Fig. 1. 
Zellen aus akutem Empyem, gewaschen, 10 ccm scharf zentrifugierter Boden. 
satz mit Chloroformzusatz bei 37° 20 Stunden autolysiert, dann aufgeschlemmt 
in 60 ccm Wasser. 15 cem 2°/,iger Caseinlésung -+ 2 cem Leukocytenauf- 
schlemmung (entsprechend etwa 3 mg Trockenriickstand); 5 mal 24 Stunden 
bei 37°. 
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Tabelle LI. 





Des bei Kjeldahl-Titration ver- Pa bei Kjeldahl-Titration ver- 
brauchte eem n/10-H,SO, brauchte cem n/10-H,SO, 

3,4 0,60 5,6 4,80 | 

3,9 0,95 7,3 — 

4,4 1,25 1,8 8,10 

5,2 3,20 8,5 6,30 











Zum Vergleich sollen 2 von Willstitters Versuchen angefiihrt werden. 


Tabelle II. 








Pferd 








Hund 
Pir ecm n/20-KOH PH eem n/20-KOH 
2,0 0,0 2,0 0,0 
3,3 0,0 3,3 0,0 
4,2 0,60 4,2 0,1 
5,5 0,44 5,4 | 0,4 
7,1 1,80 6,7 1,45 
8,0 2,00 71 | 1,65 
9,0 1,80 8,0 1,72 
8,6 1,60 
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Fig. 1. Spaltung von Casein. 


i Mit einem Glycerinextrakt von Leukocyten aus Hundeblut. 
II ” ” ” ” ” Pferdeblut. 


” 
JII ,, der Aufschldmmung eines Autolysates von polymorphkernigen Leukocyten des Menschen. 
Die Zahlen links bezeichnen Kubikzentimeter von bei der Kjeldahl-Titration verbrauchter 
n 10-Schwefelsiure. — Die Zahlen rechts bezeichnen Kubikzentimeter von bei der Wil]l- 
st&itter-Titration verbrauchter n,20-Kalilauge, 
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Als Ma8 der Spaltung wird die Anzahl cem n/20-KOH angegeben, 
die bei der gewéhnlichen Willstitter-Titration zur Neutralisation der frei- 
gemachten Carvoxylgruppen verbraucht wird. 


Wie man sieht, entspricht die Spaltung des Caseins durch 
polymorphkernige Menschenleukocyten recht genau der von Will- 
staitter fiir Leukocyten aus Pferdeblut gefundenen. Das Aus- 
sehen der Kurven deutet nicht auf die Anwesenheit von zwei 
Enzymen, wie das bei der Kurve fiir Hundeleukocyten der Fall 
ist (siehe aber spiter). 

Um zu sehen, ob die Kurven etwa ihr Aussehen verindern 
sollten, wenn die Leukocyten verschiedenen Kinwirkungen aus- 
gesetzt wurden, stellte man folgende 2 Versuche an: 

(Opie?*) stellte ein Trockenpriiparat von Hundeleukocyten aus 
einem Aleuronat-Exsudat — _ hauptsiichlich polymorphkernige 
Zellen — dar durch Fallung mit Alkohol—Ather; dieses wurde 
mit 50°/, igem Glycerin extrahiert und zeigte sich unwirksam oder 
nahezu unwirksam in saurem Milieu (p,, nicht untersucht), was 
ihn in der Annahme der erwahnten zwei Enzyme bestiirkte.) 

Versuch Nr. 2. Dieser zeigt die Wirkung eines derartigen 
Priparates von polymorphkernigen Menschenleukocyten im Vergleich 
mit einer Aufschlemmung von frisch autolysierten Zellen des gleichen 
Exsudats. ein 
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Fig. 2. Spaltumg von Casein. 


i Mit der Aufschlimmung eines Autolysats von polymorphkernigen Leukocyten des Menschen. 
II Mit dem Glycerinextrakt eines aus demselben Material durch Fillung mit Alkohol— 
Ather dargestellten Trockenpraparates. 


Leukocyten aus einem subcutanen Absze® wurden gewaschen und mit 
Chloroform 24 Stunden bei 37° autolysiert. Aus der einen Hiilfte wurde 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIY. 10 
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eine Aufschlemmung in Wasser berecitet (5 cem scharf zentrifugierter Boden- 
satz + Wasser auf 30 ccm). Die andere Hilfte wurde mit Alkohol—Ather 
gefillt, getrocknet, pulverisiert, und 24 Stunden bei 37° mit 30 eem 50°/, igem 
Glycerin extrahiert. 


Tabelle III. 





1cem Aufschlemmung (16 mg Trocken-| 4 eem Extrakt auf 20cem Casein- 


riickstand) auf 25 ccm Caseinlésung; ‘. + din 
20 Stunden bei 37: lésung; 19 Stunden bei 37 
bei Kjeldahltitration bei Kjeldahltitration 

Di | verbrauchte Pr | verbrauchte 
eem n/10-H,SO, 





| 





3.5 0 3,5 | 0 
3,8 0 3,8 | 0 
4,6 0,5 4,6 | 0,3 
5,1 1,5 5,1 2,3 
5,6 2,1 5,6 3,1 
6,5 6,6 6,5 | 5,5 
8,0 12,3 7,5 | 8,2 
9,0 7,9 8,5 | 9,2 
9,0 | 8,6 


Aus der Fig. 2 ersieht man, daB die Spaltungsversuche mit 
dem Extrakt und mit den frisch aufgeschlemmten autolysierten 
Leukocyten ungefaihr dasselbe Resultat geben. Das verschiedene 
Aussehen der Kurven in der Umgebung des Optimums beruht 
vermutlich darauf, daB der Glycerinextrakt stabiler ist. 

Der Versuch Nr. 3 hat ebenfalls zum Ziel, eine in saurem 
und eine in alkalischem Milieu wirksame Proteinase voneinander 
zu trennen und zwar durch Adsorption nach Hedin.*) (Dieser 
Autor glaubte aus der Milz und den Lymphdriisen von Rindern 
zwei verschiedene Proteinasen abscheiden und teilweise trennen 
zu kénnen, die er @- und f-Protease nennt. Die £-Protease lieB 
sich mit Saiure extrahieren, wihrend die «-Protease zum gréBten 
Teil im Gewebe zuriickblieb. Der dennoch in Lésung gegangene 
Anteil konnte an Casein adsorbiert und die e-Protease sodann 
mit 5 °/,iger Natriumchloridlésung aus der Gewebscaseinmischung 
wieder extrahiert werden.) Hedin gibt verschiedene Methoden 
zur Trennung der beiden Enzyme an; hier wird die letzte ver- 
wendet, die er an den Lymphdriisen von Rindern angewendet hat. 


Leukocyten aus einem subcutanen Absze8 wurden gewaschen und 


zentrifugiert. 15 cem scharf zentrifugierten Bodensatzes wurden mit 8 ecm 


1°/,iger Essigsiiure versetzt und etwas Chloroform und Toluol zugefiigt. 




















Proteolytische Enzyme in den Leukocyten des Menschen. 147 


Dann wurde 24 Stunden bei 37° stehen gelassen und hierauf 22 eem einer 
4°/,igen Caseinlésung (20 g Casein ,,Hammarsten“ -+- 100 cem n/10-NaOQH 
+ 400 ccm Wasser) zugesetzt; das Casein fillt hierbei aus der sauren 
Lésung aus. Das Gemisch wird wiederum 24 Stunden bei 37° stehen ge- 
lassen und sodann filtriert. 

Das Filtrat (40 ecm) sollte nun die der Hedinschen #-Protease ent- 
sprechende, in saurem Medium wirksame Proteinase enthalten. Der Nieder- 
schlag wird griindlich mit Wasser gewaschen, 24 Stunden bei 37° mit 
5 °/,iger Natriumchloridlésung ausgezogen, dann filtriert und das Filtrat 
mit Ammoniumsulfat halb gesittigt. Der hierbei entstehende Niederschlag 
wird abfiltriert, der Fulterriickstand mit Wasser versetzt und 2 mal 24 Stdn. 
gegen flieBendes Wasser dialysiert. Der ungeléste Niederschlag wird ab- 
zentrifugiert, in der kleinst méglichen Menge n/10-Natronlauge gelést und 
die Lésung mit Wasser auf 40 cem verdiinnt. Diese Lésung sollte die 
in alkalischem Milieu wirksame Proteinase enthalten, entsprechend der 
a-Protease von Hedin. 


Tabelle IV. 

















Filtrat: 2cem auf 20 ccm Casein- Leneeteag.; a oe 
os ; : a cli 2cem auf 20 ecm Cuaseinlésung; 
lésung; 4 x 24 Stunden bei 37 19 Stunden bei 37° 
| eem n/10-Kjeldahl-H,SO, ~ eem n/10-Kjeldahl-H,SO, 
PH | nach Abzug des PH | nach Abzug des 
unkorr. unkorr. | 
| Kontrollwertes | Kontrollwertes 
ao oe cent ads heed tence pe = 
— — - ———— : 
3,0 | 3,0 0,0 3,0 19 | 0,0 
4,0 39 | 0,9 4,0 28 | 0,0 
4,4 48 1,8 4,4 33 | 1,4 
5,6 8,7 5,1 5,6 ~~. | 5,2 
6,5 | 11,5 8,5 6,5 10,9 | 9,0 
1,5 13,4 10,4 7,5 13,8 | 11,9 
8,5 13.2 10,2 8,5 11,4 10,5 
Kontrolle: 3,0 ccm Kontrolle: 1,9 ecm 





Auch bei diesem Versuch ist es nicht gegliickt, eine be- 
sondere Proteinase nachzuweisen, die in saurem Milieu optimal 
wirksam wiire; doch ist es bemerkenswert, daB die Lésung, die 
mit Hilfe von Adsorption an Casein dargestellt wurde, gegen- 
iiber dem Filtrat eine etwa 4 mal stiirkere Wirkung zeigt. Die 
Verhiltnisse liegen aber in diesem Fall entschieden ungiinstiger 
fiir die Anwendung der Methode, als in Hedins eigenen Ver- 
suchen, da nimlich Hedin in der ihm vorliegenden urspriing- 
lichen Gewebsmasse nur eine geringere Menge @-Protease (von 
den polymorphkernigen Leukocyten stammend) hatte, wohl aber 


groBe Mengen von f-Protease. In dem hier beschriebenen Ver- 
10* 
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such ist das Gegenteil der Fall, indem sich hier groBe Mengen 
w- und nur wenig #-Protease finden. Ks wird also ein Teil der 
a-Protease an das Casein adsorbiert, aber es bleibt immerhin 
so viel in der Liésung zuriick, daB die Wirkung der #-Protease 
verdeckt wird. 


b) Versuche mit Zellen 
aus dem Blute von Leukimiekranken. 


Myeloide Leukiimie. 


Blutuntersuchung: Leukocyten . . . . . 812000 pro mm® 
Differentialzihlung: Myeloblasten . . . . . ... . 8%, 
Myelocyten ........~. 29 


Metamyelocyten . . . ..... 20 
Polymorphkernige Leukocyten. . . 48 


Da das Material steril ist, criibrigt sich der Chloroform- 
zusatz, 


Versuch Nr. 4 ist angestellt mit einem Zellextrakt, gewonnen mit 
87 °/,igem Glycerin, aufbewahrt im Ejisschrank 48 Stunden und zum Ver- 
such verdiinnt bis zu einem Glyceringehalt von 50 °/,, zwecks Erleichterung 
des Pipettierens. 

1 ccm Glycerinauszug (entsprechend 18 mg ‘Trockenriickstand) auf 
40 com Caseinlésung; 24 Stunden bei 37°. 
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Fig. 3. Spaltung von Casein. 


1 Mit einem Glycerinextrakt der Leukocyten aus dem Blute eines Patienten mit myeloider 
Leukimie, 


II die far das Kathepsin angenommene Spaltungskurve. 


III die fiir die Tryptase angenommene Spaltungskurve. 
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Tabelle V. 





ecm n/10-Kjeldahl- eem n/10-Kjeldahl- 
™ H,SO, Pi H,SO, 
2,5 0 7,0 8,0 
3,5 1,6 8,1 10,5 
4,5 6,2 8,6 10,7 
5,0 6,0 9,0 11,0 
5,6 5,0 














Das Versuchsresultat findet sich in Fig. 3 dargestellt durch 
die voll ausgezogene Linie. Die Kurve wird am besten gedeutet 
als entstanden durch das Zusammenwirken zweier Enzyme: einer 
Pepsinase mit Optimum bei p,, etwa 4,3—4,5 und einer T'ryptase, 
so wie es durch die punktierten Kurven II und III angedeutet wird. 

Dieser Versuch zeigt also, daB sich in Zellen, die ausschlieb- 
lich dem myeloiden System angehoéren, 2 Proteinasen finden. Die 
Ursache dafiir, daB man keine deutliche Wirkung einer ,,sauren“ 
Proteinase in den Versuchen mit Zellen aus Entziindungsexsudaten 
gefunden hat, geht aus folgendem Versuch hervor, der die Spaltung 
von Casein mit Filtraten von Zellen zeigt, welche zuerst durch 
12 und 24 Stunden einer Autolyse mit Chloroform unterworfen 
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Fig. 4. Spaltung von Casein. 
I Mit einem Glycerinauszug aus Leukocyten von myeloider Leukimle ; 
Enzymmenge: 18 mg Trockenriickstand pro ccm. 
II Mit einem Glycerinextrakt nach 12stiindiger Autolyse der Zellen; 
Enzymmenge: 9 mg Trockenriickstand pro ccm. 
III Mit einem Glycerinextrakt nach 4stOndiger Autolyse; 
Enzymmenge: 4,5 mg Trockenrickstand pro ccm. 


Spaltungszeit fir alle 8 Versuche: 2 x 24 Stunden. 
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wurden, und sie mit der durch einen Glycerinauszug aus den 
leichen Zellen bewirkten Spaltung vergleicht. 


Myeloide Leukimie. 
Versuch Nr. 5, Fig. 4, Kurve I. Zellen 48 Stunden bei 0° mit 
Glycerin ausgezogen, dann zentrifugiert. 
1 ccm = 18 mg Trockenriickstand. 
l1eem auf 40 cem Caseinlésung, 2 x 24 Stunden bei 37°. 


Tabelle VI. 








eem n/10-Kjeldahl- cem n/10-Kjeldahl- 
sic H,SO, ” H,SO, 
2,5 0 5,6 5,0 
8,5 1,6 7,0 8,0 
4,5 6,2 8,1 10,5 
5,0 6,0 9,0 11,0 














Versuch Nr.6, Fig.4, Kurve II. Zellen 48 Stunden mit Glycerin 
ausgezogen, darauf 12 Stunden mit Chloroform bei 37° autolysiert. 

1 cem Filtrat = 9 mg Trockenriickstand. 

1 cem auf 40 cem Caseinlésung, 2 x 24 Stunden bei 37°, 


Tabelle VII. 








ecm n/10-Kjeldahl- eem n/10-Kjeldahl- 
Pu 1,80, Pu H,SO, 
3,0 0 6,3 7,2 
3,5 1,0 7,0 9,2 
4,0 3,0 8,6 12,1 
4,6 2.8 9,0 12,5 














Versuch Nr.7, Fig. 4, Kurve III. Zellen 48 Stunden mit Glycerin 
ausgezogen, darauf 24 Stunden mit Chloroform bei 37° autolysiert. 

1 eem Filtrat = 4,5 mg Trockenriickstand. 

1 cem auf 40 cem Caseinlésung, 2 x 24 Stunden bei 87° 


Tabelle VIII. 





ecm n/10-Kjeldahl- eem n/10-Kjeldahl- 
Pu H,SO, Pir H,SO, 
2.5 0 5,6 4,2 
3.5 0 7,0 11,0 
4,0 1,2 8,0 13,6 
4,6 1,9 9,0 13,1 
5,0 2,2 9,5 11,9 
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Aus den Versuchen ersieht man, wie die Tryptasewirkung 
mit fortschreitender Autolyse der Zellen stark zunimmt, entweder 
weil dabei mehr Enzym freigemacht wird, oder weil sich bei der 
Zerstérung der Zellen eine Kinase bildet, oder aus beiden Griinden 
zusammen; die Pepsinase-(= Kathepsin) Wirkung dagegen bleibt 
unverindert. Es kann deshalb nicht wundernehmen, daB man 
in Extrakten aus Zellen von Exsudaten, die praktisch gesprochen 
ausschlieBlich aus polymorphkernigen Leukocyten in verschiedenen 
Stadien der Zerstérung bestehen, eine Kurve mit nur einem 
Optimum erhalt, und unterhalb von p,, 4,0 nur sehr geringe 
Wirkung beobachtet. 

Man muB daher vermuten, daB die polymorphkernigen Leuko- 
cyten des Menschen wie alle anderen tierischen Zellen eine 
Pepsinase (Kathepsin) enthalten, die dem eigentlichen Autolysen- 
enzym entspricht. Aber ebenso wie die Pankreaszellen enthalten 
sie auberdem noch eine Tryptase, und diese spielt eine sehr 
wichtige Rolle bei den lokalen Entziindungsprozessen, worauf 
wir spiiter niher eingehen wollen. 

Das Kathepsin der Organe entspricht, wie Waldschmidt- 
Leitz gezeigt hat, nicht vollstandig dem Papain und ibnlichen 
Pflanzenproteasen im Hinblick auf die p,-Kurve der Spaltung 
von Substraten mit verschiedenem isoelektrischen Punkt. 
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Fig. 5. Spaltung von Edestin. 
I Mit einem Glycerinauszug aus Leukocyten von myeloider Leukamie ; 
Enzymmenge: 18 mg Trockenrickst. pro ccm; Spaltungszeit: 5 x 24 Std. 


Il Mit einem Glycerinextrakt nach 2istiindiger Autolyse; 
Enzymmenge: 9 mg Trockenriickst. pro ccm; Spaltungszeit: 4 x 24 Std. 


Kathepsin aus dem Magen spaltet re optimal bei p,, 5,0 
der Milz ‘ ‘ » Py 9,2 
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Das Optimum wurde hierbei also ein wenig gegen den iso- 
elektrischen Punkt des Clupeins hin verschoben. Etwas Abnliches 
ist der Fall mit dem Kathepsin der Leukocyten in seinem Ver- 
halten gegen die Substrate Casein und Edestin. 

Versuch Nr. 8, Fig.5, Kurve I. Zellen von myeloider Leukimie, 
durch eine Woche mit 87°/,igem Glycerin bei 0° aufbewahrt, sodann mit 
Chloroform 24 Stunden bei 37° autolysiert und zentrifugiert. 


1eem = 9 mg Trockenriickstand. 
1 ecm auf 40 eem Edestin 4 x 24 Stunden bei 37°. 


Tabelle IX. 





ecm n/10-Kjeldahl- eem n/10-KKjeldahl- 
Pr H,SO, PH H,SO, 
25 0 5,8 2,4 
3.5 0 6,7 4,4 
4,1 0 8,0 1,1 
4,6 2,4 9,7 11,8 














Versuch Nr. 9, Fig. V, Kurve II. Zellen von myeloider Leukimie, 
dureh eine Woche mit $7°/,igem Glycerin bei 0° aufbewahrt und zentri- 
fugiert. 

leem = 18 mg Trockenriickstand. 

1 ecm auf 40 cem Edestin 5 x 24 Stunden bei 37°. 


Tabelle X. 








eem n/10-Kjeldahl- eem n/10-Kjeldahl- 
Pir H,SO, PH H.SO, 
2.5 0 5,8 5,0 
8,5 0 6,7 5,6 
4,1 2,8 8,0 7,3 
4,7 6,3 9,7 9,3 














Man sieht, daB das Optimum der Spaltung von Edestin 
bei p,, etwa 5,2 liegt, das der Caseinspaltung bei p,, 4,3. ent- 
sprechend dem Verhalten des Kathepsins der Organe. 


3. Peptidasewirkung. 


Die verwendeten Substrate waren alle racemisch, dargestellt 
nach Emil Fischer und durch Analyse auf den Gehalt an 
Carboxyl- und Aminogruppen, sowie an Gesamtstickstoff gepriift. 

Es wurden angewendet: 
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Die Dipeptide: Leucylglycin 
Alanylglycin 
Die Tripeptide: Leucyl-glycyl-glycin 


Alanyl-glycyl-glycin 


Das Tetrapeptid: Leucyl-glycyl-glycyl-glycin 
Die Acylderivate: Chloracetyl-tyrosin 
Benzoyl-glycyl-glycin 
Alle in 0,2 molarer Lésung mit Ammonchlorid—Ammoniak- 

uffer. Das p,, war bei den Acylderivaten 7,6, bei den iibrigen 8,0. 

If my af . 
Die Bestimmung des p,, geschah bei jedem einzelnen Versuch in 
allen GefaBen bei 40° mit Hilfe von Indicatoren und Standard- 
lésungen. Genauigkeit 0,1 p,. Die Spaltungsversuche wurden 
nach Linderstrom-Langs Angaben fiir Darmpeptidasen®) aus- 
gefiihrt. 

Versuch Nr. 1. JLeukoecyten von myeloider Leukiimie. Verwendet 
zur Verdauung 1 ccm klares Zentrifugat (Glyceringehalt 50 °/,), entsprechend 
9 mg Trockenriickstand, mit Ausnahme des Versuches mit Substanz 5, wo 
die Menge des Trockenriickstandes 1,125 mg betrug. Verdauungszeit 
4 Stunden bei 40°. 

eem 1/20- 
1. 2,5 cem Pufferlédsung + 1,5 eem 30 °/,iges Glycerin KOH 
+ 1eem Leukocytenextrakt 6,05 
2. 2,5 cem * + 1,5 cen 30°/,iges Glycerin 
+ 1cem Leukocytenextrakt 0,01 
3. 2,5 ecm Leucylglycin + 1,5 cem 30°/,iges Glycerin 
+ 1eem Leukocytenextrakt 0,975 
4. 2,5 ecm Alanylglyein + 1,5 cem 30°/,iges Glycerin 
+ 1cem Leukocytenextrakt 1,422 
5. 2,5 cem Alanyl-glycyl-glycin + 1,5 eem 30°/,iges Glycerin 
+ 1cem Leukocytenextrakt 1,242 
6. 2,5 eem Leucyl-glyeyl-glyein + 1,5 cem 30°/,iges Glycerin 
+ 1eem Leukocytenextrakt 1,670 
. 2,5cem Leucyl-glyeyl-glycyl-glycin + 1,5eem 30°/,ig. Glycerin 
+ 1ecem Leukocytenextrakt 0,555 
8. 2,5 eem Chloracetyl-l-tyrosin + 1,5 ecm 30°/,iges Glycerin 
+ 1ecm Leukocytenextrakt 0,060 
9. 2,5 cem Benzoyl-leucyl-glycin + 1 cem 30 °/,iges Glycerin 
+ 1ecem Leukocytenextrakt 0,160 
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Versuch Nr.2. Normale Leukoecyten von einem Patienten mit 
Apoplexia cerebri. Blutdruck 290; bei Venaesectio wurden 500 cem Blut 
entleert, das sich rasch senkte. 

Blutuntersuchung: 12000 Leukocyten pro mm* 
Differentialziihlung: 73°/, polymorphkernige 
20°/, Lymphocyten 
7 °/, Monocyten. 
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1 ccm Leukocytenextrakt enthiilt 9 mg Trockenriickstand, bis auf den 
Versuch mit Substanz 7, wo der Trockenriickstand = 0,844 mg wog. Ver- 
dauungszeit 4 Stunden bei 40°. 

cem n/20- 
1. 2,5 cem Putterlésung + 1,5 cem 30 °/,iges Glycerin H,SO, 
+ 1ecm Leukocytenextrakt 0,015 
2, 2,5 cem . + 1,5 cem 380 °/,iges Glycerin 
+ 1ccem Leukocytenextrakt 0,025 
. 2,5 cem Glycylglycin + 1,5 cem 30 °/,iges Glycerin 
+ 1ceccem Leukocytenextrakt 1,070 
4. 2,5 ecm Leucylglyein + 1,5 cem 30 °/,iges Glycerin 
+ l1ccm Leukocytenextrakt 1,066 
5. 2,5 cem Alanylglycin + 1,5 cem 30 °/,iges Glycerin 
+- 1 cem Leukocytenextrakt 1,280 
6. 2,5 cem Leucyl-glycyl-glycin + 1,5 cem 30 °/,iges Glycerin 
+ 1 ecm Leukocytenextrakt 1,690 
2,5 eem Alanyl-glycyl-glyein + 1,5 eem 30°/,iges Glycerin 
+ 1ccem Leukocytenextrakt 1,218 
8. 2,5 cem Leucyl-glycyl-glycyl-glycin + 1,5 cem 30°/,ig. Glycerin 
+ 1 ccm Leukocytenextrakt 0,190 
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Der Ubersichtlichkeit halber wird in der nachfolgenden Tubelle 
schematisch die Wirkung der Leukocyten auf die verschiedenen Peptide 
dargestellt. 





Tabelle XI. 











Myeloide Leukimie} Normales Blut 
| | i 4. +4. 
Alamyigiycin . . .. 5.6 ss a 4- 4 
Alanyl-glyeyl glycin . . . . ++++ de ie de 
Leucyl-glycyl-glycin  . . . . +++ +++ 
Leucyl-glyeyl-glyel-glycin . . + + 
Chloracetyl-l-Tyrosin . . . . (+) 0 
Benzoyl-leucyl-Glyein . . . . (+) 0 


Beziiglich der Darmpeptidasen hat sich herausgestellt, daB 
ein sehr bedeutender Unterschied im Spaltungsgrad der Dipeptide 
Leucylglycin und Alanylglycin besteht, ebenso wie eine Ver- 
schiedenheit im p,-Optimum und eine Verschiebung desselben 
fiir Leucylglycin beim Stehenlassen der Knzymlésung. 

Linderstrem-Lang5) erklirt dies mit der Anwesenheit von 
2 Enzymen: einer Peptidase 1, die Leucylglycin, Glycylglycin 
und Alanylglycin ungefahr gleich gut spaltet, ihr p,-Optimum 
bei 7,3 hat und instabil ist: und einer Peptidase II, die Leucyl- 
glycin lebhaft, Glycylglycin und Alanylglycin dagegen langsam 
spaltet, ihr p,,-Optimum bei 8,1 hat, und selbst in waBriger Lisung 
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recht stabil ist. Nach Linderstrgm-Lang spaltet die Peptidase I 
wahrscheinlich nur Dipeptide mit freien Aminogruppen, nicht aber 
Tri- und Tetrapeptide. Die Peptidase II dagegen spaltet még- 
licherweise vor allem Leucylpeptide, unabhangig von der Liinge 
der Peptidketten; sie wire danach also keine einfache Dipeptidase. 

Grassmann?) bezweifelt die Anwesenheit von 2 Peptidasen 
und erklirt den Unterschied in der Spaltung der verschiedenen 
Substrate durch die Annahme hypothetischer Hemmungskérper, 
die die Bindung des Enzyms an das eine Substrat hemmen. — 
Ohne auf die interessante Diskussion niiher eingehen zu wollen, 
verweisen wir hier nur auf die letzte Arbeit Linderstrom- 
Langs iiber dieses hema.°) 

Um zu sehen, ob sich bei den Leukocytpeptidasen ein &hn- 
licher Unterschied in der Spaltung der verschiedenen Substrate 
finden ]a4Bt, wurden unter Variation der Wasserstoflionenkonzen- 
tration der Substratlésungen die nachfolgenden Versuche an- 
gestellt. Sie sind ausgefiihrt mit Glycerinausziigen aus der Leuko- 
cytenmischung des normalen Blutes. Die Kinstellung der Lésungen 
auf die gewiinschte Wasserstoffionenkonzentration geschah durch 
Zusatz von Essigsiure-Ammoniakgemischen nach dem Vorgang 
von Linderstrom-Lang.*®) 
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Fig. 6. Peptidasewirkung eines Glycerinauszuges aus Leukocyten des Menschenblutes. 
I Spaltung von Alanylglycin, II Spaltung von Leucylglycin. 


III Spaltung von Alanyl-glycyl-glycin. 
Versuch Nr.3. Normale Leukocyten. Leukocytenextrakt 2 Tage alt. 


Alanylglycin 0,2 molar, 2,5cem + 1¢ccem Leukocytenextrakt (Trocken- 
riickstand 4,5mg)+1,5 ccm Pufferlésung. Verdauungszeit 4 Stunden bei 40°. 
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Tabelle AT. 








Versuch Nr. 4. 





Kontrolle: 


com n/20-KOH 
unkorr. 


0,750 
1,304 
1,512 
1,416 
1,178 
0,750 
0,306 
0,110 





0.050 ecem 


0,700 
1,254 
1,462 
1,366 
1,128 
0,700 
0,256 
0,060 


Leukocytenextrakt 10 Tage alt. 


cem n/20-KOH nach 
Abzug des Kontrollwertes 





Leueylglycin 0,2 molar, 2,5cem + 1cem Leukocytenextrakt (Trocken- 


riickstand 4,5 mg) + 1,5cem Pafferlésung. Verdauungszeit 4 Stunden bei 40°. 


Tabelle XIII. 


; 





Pi 


6.15 
6,60 
6,85 
7,15 
7,55 
8,00 
8,35 
8,75 
9,10 





ecm n/20-KOH 


0,00 

0,060 
0,228 
0,252 
0,378 
0,367 
0,439 
0,168 
0,041 





Wiederholung der Versuche 


eem n/20 KOH | eem n/20-KOH 


0,256 
0,408 
0,435 
0,516 
0,182 


| 
| 


' 


' 








0,440 
0,505 
0,490 


Die Versuchsresultate sind hier nicht ganz zufriedenstellend, 
was vermutlich damit zu begriinden ist, dab nur eine recht schwache 
Spaltung stattgefunden hat. 


Versuch Nr. 5. 
Alanyl-glyeyl-glyein 0,2 molar, 2,5 cem + 1 eem Leukocyten- 
extrakt (Trockenriickstand 0,884 mg) + 1,5 eem Pufferlésung. Verdauungs- 
zeit 4 Stunden bei 40°. 


Die Kurve gibt sicher einen recht genauen Ausdruck der 
Die Enzymmenge ist nur }/, der zur Di- 


Tripeptidspaltung. 


peptidspaltung angewendeten, so daB die Spaltung der gebildeten 
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Tabelle XIV. 














eem n/20-KOH eem n/20-KOH nach 
Pir unkorr. Abzug des Kontrollwertes 
6,15 0,366 0,356 
6,60 0,930 0,920 
7,05 1,282 1,272 
7,55 1,338 1,328 
8,00 1,218 1,208 
8,80 0,258 0,248 








Kontrolle: 0,010. 


Dipeptide, die ja natiirlich stattfinden muB, keinen sonderlichen 
KinfluB anf das Aussehen der Kurve haben wird. 

Die Versuche, die mit Glycerinausziigen des Leukocyten- 
gemisches im normalen Blut ausgefiihrt wurden, zeigen also viel 
Ubereinstimmung mit den Verhiltnissen im Darmsafte. Auf Grund 
der Schwierigkeiten mit der Beschaffung ausreichenden Materials 
ist es vorliufig noch nicht méglich gewesen, Versuche iiber die 
.Reinigung“ der Enzyme anzustellen. 

Man erhilt eine kriftige Spaltung von Alanylglycin mit 
Optimum bei p,, 7,2. 

Kine 3 mal schwiichere Spaltung von Leucylglycin mit Opti- 
mum bei p,, etwa 8,1. 

Kine sehr kraftige Spaltung von Tripeptiden mit Optimum 
fir die Spaltung von Alanyl-glycyl-glycin bei p,, 7,3. 

Kine schwache Spaltung von Leucyl-glycyl-glycyl-glycin. 

Ahnliche Ergebnisse lieferten Versuche mit Glycerinausziigen 
aus ausschlieBlich dem myeloiden System angehdrigen Zellen. 

Reine Lymphocyten wurden noch nicht untersucht. 

Abnliche Verhiiltnisse hat man auch bei der Spaltung der- 
selben Substrate mit Glycerinausziigen aus Organen wie Milz und 
Leber gefunden (Waldschmidt-Leitz).'*) Ob daher die Leuko- 
cytpeptidasen nur die in dem proteolytischen System aller tierischen 
Zellen vorkommenden repriisentieren, oder ob hier besondere 
Kigentiimlichkeiten auftreten, kann noch nicht gesagt werden. 


4. Das Verhaltnis der Enzyme zur Granula der Leukocyten. 


Zum SchluB soll noch auf einige Tatsachen hingewiesen 
werden, deren Bedeutung noch nicht fiir klargelegt gelten kann 
und deren Auswertung weiteres experimentelles Studium erfordert: 
Gewisse Tiere bekommen gleich dem Menschen bei verschiedenen 
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infektidsen oder toxischen Entziindungen, sofern sie heftig genug 
sind, Abszesse mit fliissigem Inhalt (Pferde, Rinder, Hunde, 
Miuse und Ratten). Andere wieder bekommen, derselben Ein- 
wirkung unterworfen, Ansammlungen mit chronischem Verlauf 
und festen oder salbenihnlichen Massen als Inhalt, die sich mikro- 
skopisch als aus nekrotischem Gewebe und zahlreichen degenerierten 
polymorphkernigen Leukocyten bestehend erweisen (Kaninchen 
und Hiihner). Es zeigt sich nun, daf die Tiere, die Abszesse 
mit fliissigem Inhalt entwickeln, ,,neutrophile‘ Granulationen in 
den polymorphkernigen Leukocyten enthalten, wogegen die Granu- 
lationen in den Leukocyten der anderen Tiere ,,eosinophil* sind. 
Wir wissen aus Untersuchungen, die aus der Zeit, in der Ehrlich 
diese Granulationen beschrieb und die ersten Versuche iiber ihre 
chemischen Eigenschaften anstellte, bis in unsere Tage fortgefihrt 
worden sind, daB die Granulationen der lebenden Zellen Tropfen 
von gelésten KiweiBstoffen sind. In Ubereinstimmung § hiermit 
zeigt es sich, daB sie sich bei Farbeversuchen wie Ampholyten 
verhalten (Mommsen).’) So werden die ,neutrophilen“ von in 
Puffern gelésten Farbbasen bis zu p,, 4,5 herunter angefarbt. 
Die eosinophilen Granulationen der Kaninchen haben ihren Um- 
schlagspunkt (isoelektrischen Punkt) bei p,, 7,0. In Farbstoff- 
lésungen von einem p,, unter 7,0 werden sie von sauren Farb- 
stoffen, iber p,, 7,0 von Farbbasen gefiirbt. Aus Untersuchungen 
an lebenden Leukocyten im Dunkelfeld und aus Untersuchungen 
der beim T’od der Zellen eintretenden Veriinderungen wissen wir, 
daB die ,,Granulationen“ hierbei die Hauptrolle spielen und daB 
Veriinderungen an ihnen den Tod der Zellen einleiten, Verinde- 
rungen, die Wallgreen?*), der die eingehendsten Untersuchungen 
dieses Gegenstandes vorgenommen hat, zu dem Ausspruch ver- 
anlassen: ,.Ich kann zu keinem anderen SchluB kommen, als daB 
wir es hier mit einer AuBerung der fermentativen Autolyse in 
den toten Zellen zu tun haben.“ Auch zahlreiche klinische Beob- 
achtungen deuten darauf hin, dab die ,,Granulationen“ Trager 
von proteolytischen Fermenten sind. 

Wir erinnern uns nun daran, daf die polymorphkernigen 
Leukocyten von Hunden, Pferden und Menschen auger dem ge- 
wohnlichen Autolysenenzym (dem Kathepsin) noch ein trypsin- 
iihnliches Enzym enthalten, dessen Wirkung bei p,, 4,0 begann 
und mit steigender Alkalinitit der Liésung zunahm. 

Von den Tieren, die in ihren polymorphkernigen Leukocyten 
eosinophile Granulationen enthalten, sind bis jetzt nur Kaninchen 
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untersucht worden (Dernby).!) Wie schon erwihnt, fand er ein 
eigentiimliches Optimum bei p,, 3,0 und Wirkung von p,, 2,0—7,0; 
verschiedene andere Autoren fanden iiberhaupt keine Wirkung, 
was sich aber mit der Mangelhaftigkeit der Methoden erkliren 
laBt. Dernby verwendete als Substrat Gelatine, und als Mab 
fiir den Spaltungsgrad die Kignung oder Nichteignung der Gelatine, 
zu erstarren. Da Gelatine aus verschiedenen Griinden minder 
geeignet fiir derartige Versuche ist, wurden diese hier mit Casein 
und Edestin als Substraten und im iibrigen unter Anwendung 
derselben Methodik wiederholt. 


Versuch Nr. 10, Fig. 7. 4 Kaninchen erhielten je eine Injektion von 
20 cem 10°/,igem Aleuronat ins Peritoneum, gleichzeitig subeutan 1 cem 
2 °/,iges nucleinsaures Natron. Nach 24 Stunden wurden die Tiere getétet 
und aus jedem etwa 15 cem einer dicken, triiben Fliissigkeit gewonnen, die 
sich beim Mikroskopieren als hauptsiichlich aus polymorphkernigen Leuko- 
eyten und einzelnen groBen, mononucleiren Zellen bestehend erwies. Sie 
wurden abzentrifugiert, gewaschen, mit Chloroform 24 Stunden bei 37° 
autolysiert und in Wasser aufgeschlemmt. ‘Trockenriickstand fiir 1 ccm 
gleich etwa 3 mg. 
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Fig. 7. Spaltungswirkung einer Aufschldmmung von polymorphkernigen Kaninchenleukocyten, 
autolysiert mit Chloroform. 


I Spaltung von Edestin. II Spaltung von Casein. 


Tabelle XV. 


1cem Autolysat + 20 cem Edestinlésung 4 x 24 Stunden bei 37°. 

















eem n/!0-Kjeldahl- ecm n/10 Kjeldahl- 
Pu H,SO, Prt H,SO, 
3.6 0 6,0 23 
4,0 1,0 6,4 1,4 
45 2.5 7,0 0,7 
5,0 5,3 7,5 0 
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Tabelle XVI. 
1cem Autolysat + 20 cem Caseinlésung 4 x 24 Stunden bei 37°. 














cem n/10-Kjeldahl- ; cem n/10-Kjeldahl- 
) ‘ 
PH 1,80, Pu H,SO, 
3,0 0) 5,0 3,0 
3,5 2,5 6,0 1,0 
4,3 6,2 7,0 0 





Aus den Versuchen ersieht man, da8 den polymorphkernigen 
Leukocyten der Kaninchen das tryptische Kuzym fehlt. Sie ent- 
halten ein HKnzym, das von p,, 3,0—7,0 wirkt; das Optimum 
variiert etwas mit dem verschiedenen isoelektrischen Punkt der 
Substrate, und liegt fir Casein bei p,, 4,3, fiir Kdestin bei p,, 5,2. 
Ks erinnert also stark an das Kathepsin der verschiedenen Organe. 
Ob es damit identisch ist, miissen weitere Versuche entscheiden; 
auf jeden Fall scheinen quantitative Unterschiede vorhanden zu 
sein, da die Leukocyten wesentlich wirksamer sind, als von Ka- 
ninchen stammende Organsuspensionen. Weiter ist, wie in Ab- 
schnitt 5 gezeigt werden wird, das Leukocytenenzym der Kaninchen 
imstande, auch losgelést von den Zellen bei akuten Entziindungen 
in Wirkung zu treten, ganz so wie die Tryptase der polymorph- 
kernigen, neutrophilen Leukocyten des Menschen. 

Die Enzyme der Hihnerleukocyten wurden noch nicht unter- 
sucht. 

Es herrscht also, wie wir sehen, bei den verschiedenen 
Tieren eine augenfallige Ubereinstimmung zwischen den isoelek- 
trischen Punkten der Leukocytgranulationen und der p,,-Aktivitits- 
kurve der an die Granulationen gebundenen Proteinasen. Man 
ist versucht, die Ursache dafiir darin zu suchen, daB das Enzym 
an den Proteinstoff, aus dem die ,,Granulationen“ bestehen, ge- 
bunden vorkomme, und daB dessen Dissoziation (und méglicher- 
weise Destruktion) fiir die p,-Aktivitatskurve des Enzyms_ be- 
stimmend sei. Bekanntlich treten die Proteinasen stets in Ver- 
bindung mit Proteinstoffen auf. 


5. Das Auftreten der Enzyme bei Entzindungen. 


Fiir das Verstiindnis des Aussehens von Entziindungen bei 
KKaninchen ist die Kenntnis ihrer Leukocytfermente entscheidend, 
und wir wollen dieses Thema in Kiirze behandeln, um zu zeigen, 
weiche Rolle die Enzyme im Organismus spielen. 
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Bekanntlich entwickelt sich bei akuten Entziindungen eine 
lokale Irritation der umgebenden Zellen, welche bei diesen einen 
erhéhten Zellenstofiwechsel veranlabt [Schade‘*) und andere.] 
Dies ist die Ursache fiir die meisten der lokalen Entziindungs- 
phinomene; unter anderem tritt hierbei im Gewebe eine bedeu- 
tende Saurebildung ein, in deren Verlauf das p,, bis auf etwa 
4,5 sinken kann, um so stiirker, je stirker die Irritation ist. In 
dem MaBe, in dem die Irritation aufhért und der Zellenstoff- 
wechsel auf die Norm zuriickgeht, schwingt das p,, der Gewebs- 
fliissigkeit wieder gegen den Neutralpunkt zuriick. Sofort beim 
Beginn der Infektion strémen die polymorphkernigen Leukocyten 
zu, und gehen unter Freimachung proteolytischer Fermente zum 
Teil zugrunde. Die Aufgabe dieser Fermente ist es, das nekro- 
tische Gewebe zu entfernen, das das Resultat des Kampfes zwischen 
dem Makroorganismus und dem entziindungserregenden Agens 
ist. Wir kénnen nun einsehen, daB beim Menschen keine proteo- 
lytische Wirkung in gréBerem Umfang platzgreifen kann, solange 
die Entziindung akut ist, da die Enzymwirkung von Menschen- 
leukocyten in saurem Milieu sehr gering ist. Es ist die Er- 
scheinung, die wir in der Praxis vom Verlauf der Abszesse her 
kennen, welche eine gewisse Zeit brauchen, um zu ,,reifen“. 

Beim Kaninchen liegen die Verhiltnisse so, daB Entziindungen 
im subkutanen Gewebe, wie erwihnt, stets zur Bildung fester 
Massen fiihren, ohne den Zustand von Irritation und Spannung, 
den wir beim Menschen und gewissen Tieren antreffen. Dies 
beruht darauf, daB das subkutane Gewebe der Kaninchen iber- 
haupt nicht imstande ist, in jenen Irritationszustand versetzt zu 
werden, der, wie eben gesagt, den erhdhten Zellenstoffwechsel 
hervorruft. Es tritt also auch keine Siurebildung ein, und da 
das Leukocytferment der Kanichen nur in saurem Milieu wirksam 
ist, oder zum mindesten in der Nahe des Neutralpunktes nur ganz 
schwach wirkt, geschieht auch kein oder doch nur ein duBerst 
langsames Hinschmelzen des Gewebes. Erzeugt man dagegen 
eine Entziindung in der Bauchhéhle von Kaninchen, so sieht man, 
daB sie einen gerade so akuten Verlauf mit Fieber, lokaler Hyper- 
iimie, Exsudation, Emigration und Siurebildung nimmt, wie bei 
anderen Tieren. Injiziert man z. B. einem Kaninchen intraperitoneal 
Aleuronat, so findet man nach 18 Stunden ein reichliches, stark 
triibes Exsudat, worin die Zellen weitaus iiberwiegend polymorph- 
kernige Leukocyten sowie Reste des Aleuronates sind; aber schon 
nach 24—48 Stunden ist das Peritoneum vollstindig blank und 
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spiegelnd und das Aleuronat total verschwunden. Wird derselbe 
Stoff einem Hund intraperitoneal injiziert, so findet man noch 
nach 4—5 Tagen ein reichliches, iiberwiegend polynucleires Exsudat 
und Reste des Aleuronates. Dieser verschiedene Verlauf kann damit 
erklirt werden, daB die Spaltung des Aleuronates beim Hunde 
erst stattfinden kann, wenn das akute Stadium tberstanden ist 
und das p,, sich wieder dem Neutralpunkt, bei dem das tryptische 
Ferment der Hundeleukocyten wirksam ist, genihert hat. Bei 
Kaninchen dagegen kann die Leukocytproteinase ihre optimale 
Wirkung im akuten Stadium der Entziindung entfalten und somit 
schon hier das Aleuronat spalten. Dai der Abbau und die Re- 
sorption des Aleuronates in dieser Weise und nicht durch einfache 
Phagocytose vor sich geht, ist mit Hilfe von mikroskopischen 
Untersuchungen der verschiedenen Entziindungsstadien konstatiert 


worden. 
IV. Zusammenfassung. 


In der Kinleitung wird eine Ubersicht iiber die friiheren, 
recht spirlichen Bearbeitungen des Gebietes gegeben. Im theo- 
retischen Abschnitt werden die gewonnenen Resultate kurz 
besprochen und es wird hervorgehoben, daB diese Untersuchung 
vor allem darauf ausgeht, die Enzyme in einer einzelnen, iso- 
lierten Zellenart, nimlich den granulierten polymorph- 
kernigen Leukocyten des Menschen, zu bestimmen — und 
nicht in einem Zellgemisch, so wie es in den aus Organen oder 
dem normalen Blut gewonnenen Zellen vorliegt. 

Als Enzymmaterial wurden benutzt: 1. Exsudate von akuten 
Entziindungen, nahezu ausschlieBlich aus polymorphkernigen, neutro- 
philen Leukocyten bestehend; 2. Zellen aus dem Blute eines Patienten 
mit myeloider Leukimie, welche ausschlieBlich aus Granulocyten 
und deren Vorstadien bestanden; 3. Zellen aus normalem Blut; 
4, akute Entziindungsexsudate von Kaninchen, die im wesent- 
lichen aus polymorphkernigen ,,pseudoeosinophilen* Leukocyten 
(die biologisch den ,neutrophilen* Leukocyten des Menschen ent- 
sprechen) bestanden. 

Als Substrate wurden verwendet Casein, Edestin und 
synthetische Polypeptide, alle in Lésungen, deren p,, mit Hilfe 
von Puffern variiert wurde. 

Die Proteinasewirkung wurde gemessen durch Ausfiilen 
mit ‘Trichloressigsiure und Bestimmen des unkoagulierbaren Stick- 
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stoffes vor und nach dem Versuch; Stickstoffbestimmung nach K je]l- 
dahl. 

Zur Bestimmung der Peptidasewirkung diente die Will- 
stattersche Titration mit n/20-Kalilauge in alkoholischer Lisung. 
Die p,,-Messungen wurden kolorimetrisch vorgenommen. 


Die Proteinasen: Im Glycerinauszug von Leukocyten aus 
dem Blute eines Patienten mit myeloider Leukimie, welche 
praktisch gesprochen ausschlieBlich aus dem myeloiden System 
angehérigen Zellen bestanden, wurden 2 Proteinasen gefunden: 
1. ein Kathepsin, das von p,, 3—7 wirkte und Casein bei p,, 4,3, 
Kdestin bei 5,2 optimal spaltete. Es gleicht somit dem Kathepsin 
der Organe und reprisentiert das eigentliche Autolysenenzym, das 
sich in allen tierischen Zellen findet. 2. Eine Tryptase, deren 
Wirkung bei p,, etwa 4,0 beginnt und mit steigender Alkalinitit 
der Lésung zunimmt. Bei der Autolyse der Zellen mit Chloro- 
form zeigt sich, daB mit fortschreitender Zerstérung der Zellen 
Tryptase in wachsenden Mengen gebildet wird. 


In Zellen aus akuten Exsudaten, die ausschlieBlich aus 
polymorphkernigen Leukocyten bestehen, welche mit Riicksicht auf 
die anwesenden Bakterien einer vorausgehenden Autolyse mit Chloro- 
form unterworfen worden waren, findet man die Tryptase in so 
reichlichen Mengen, daB sie das vorhandene Kathepsin iberdeckt. 
Es wurden Versuche unternommen, die Tryptase nach Hedins 
Methode an Casein zu adsorbieren; dies laBt sich auch bewerk- 
stelligen, doch es bleibt so viel davon in der Lésung zuriick, dab 
man die Kathepsinwirkung gleichwohl nicht nachweisen kann. 


Peptidasen: Extrahiert man das Leukocytengemisch des 
normalen Blutes mit Glycerin, so findet man im Auszug reichliche 
Mengen von Peptidasen. Diese zeigen eine charakteristische Di- 
peptidspaltung, die an die Verhaltnisse im Darmsaft erinnert. Man 
findet kraftige Spaltung von Alanylglycin mit Optimum bei p,, 7,2, 
wihrend das Optimum der dreimal schwicheren Leucylglycin- 
Spaltung bei 8,1 liegt. 

Die stirkste Spaltung erfahren Tripeptide. Das Optimum 
fir Alanyl-glycyl-glycin liegt bei p,,7,3. Von Tetrapeptiden wurde 
nur Leucyl-glycyl-glycyl-glycin untersucht, das deutlich, wenn 
auch wesentlich schwicher gespalten wird. 

Im Glycerinauszug der Zellen von myeloider Leukiimie (aus- 
schlieBlich Granulocyten) findet man anscheinend dieselben Enzyme 


in den gleichen relativen Mengen. Hier wurde aufer den eben 
11* 
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erwahnten noch die Spaltung von acylierten Peptiden untersucht, 
doch nur bei p,, 7,6. Sie war bei dieser Wasserstoffionenkonzen- 
tration schwach. 

In dem folgenden Abschnitt wird dariiber gesprochen, daB 
gewisse von den Enzymen der polymorphkernigen Leukocyten an 
die sogenannten Granula der Zellen gebunden sein miissen; diese 
Granula sind Tropfen eines EiweiBstoffes, ihre isoelektrischen Punkte 
lassen sich mit Hilfe von mikroskopischen Farbungsreaktionen be- 
stimmen. Es zeigt sich hierbei, daB die Granulationen bei ver- 
schiedenen Tieren auch verschiedene isoelektrische Punkte haben. 
Diese und damit die Dissoziation des betreffenden Proteinstofies 
fallen mit der p,,-Aktivitatskurve der Proteinasen zusammen. So 
liegt z. B. der isoelektrische Punkt der ,,pseudoeosinophilen“ 
Granulationen der Kaninchenleukocyten bei p,, 7,0 und die 
Proteinase wirkt von p, 7,0—38,0. Die ,neutrophilen Granu- 
lationen in den polymorphkernigen Leukocyten des Menschen 
haben den isoelektrischen Punkt 4,5; die entsprechende Proteinase 
wirkt ab p,, 4,0 zunehmend im alkalischen Milieu. Man muB 
deshalb erwiigen, ob nicht die Dissoziation des in den Granu- 
lationen vorhandenen KiweiBstoffes die p,,-Aktivitiitskurve des gleich- 
falls an die Granulationen (den Eiweibstoff) gebundenen proteo- 
lytischen Fermentes bedinge. Diese Verhialtnisse werden niher 
untersucht werden. 

Der letzte Abschnitt handelt von den Bedingungen fiir die 
Wirkung der Enzyme im Organismus bei Entziindungen und iiber 
deren Bedeutung fiir den Entziindungsverlauf. 

Der Verfasser wiinscht Herrn Prof. Dr. O. Thomsen und 
Herrn Prof. Dr. 8. P. L. Serensen vielmals zu danken fiir die Liebens- 
wirdigkeit, mit der sie ihre Laboratorien fiir die Versuche zur 
Verfiigung gestellt haben und fiir das Interesse, daB sie der Arbeit 
erwiesen haben. Einen besonders herzlichen Dank schuldet der 
Verfasser Herrn Dr. phil. K. Linderstrom-Lang fiir Anleitung 
bei den Peptidase-Versuchen und fiir viele gute Ratschlige bei 
der Bearbeitung des Stoffes. 
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Uber das Cephalin aus Menschengehirn. 
II. Mitteilung. 


Zur Frage der Oxydation und Reinigung des Cephalins. 
Von 
Irvine H. Page und Margarete Biilow. 


(Aus der Chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie 
[ Kaiser-Wilhelm-Institut] Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. November 1930.) 


I. Uber die Oxydation des Cephalins. 


Das Cephalin, das schon von Thudichum!) als in Alkohol 
schwer lésliches Monoaminophosphatid aus dem Gehirn isoliert 
wurde, hat der chemischen Forschung mehr Schwierigkeiten be- 
reitet als sein niichster Verwandter und stindiger Begleiter, das 
Lecithin. Wihrend es hier ziemlich bald gelang eine Formel 
aufzustellen, die den Analysenergebnissen und Spaltprodukten 
vollauf Rechnung trug, ist das beim Cephalin bis auf den heutigen 
Tag nicht gelungen. 

Es liegt nahe, den beiden einzigen gut charakterisierten 
Monoaminophosphatiden (auf die Wahrscheinlichkeit, daB es sich 
bei beiden um Gemenge und nicht um chemische Individuen 
handelt, sei hier nicht naher eingegangen) auch eine analoge 
Konstitution zuzuschreiben, unterscheiden sie sich doch nach den 
Ergebnissen der Hydrolyse nur durch die basische Komponente — 
in bezug auf die Siuren ist das letzte Wort wohl noch nicht 
gesprochen — und so fiir das Cephalin die Formel 

H,C.O Fettsiiure 
HC.O Fettsiiure 
H,C.0. , OH 


0% OCH,CH,NH, 
aufzustellen. Als Fettsiiuren sind bisher isoliert Stearinsaure, 
Olsiure, Linolsiiure, Arachidonsiure (Thudichum?), Parnas%), 
Mc. Arthur und Burton‘), Levene und Rolf*)). Neuerdings 
gibt Klenk statt Arachidonsaiure eine C,,-Siure an.!®) 
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Bestatigt wird diese Annabme durch die Synthese eines 
Distearyl-Cephalins von Griin und Limpicher'), das in seinen 
Eigenschaften dem natiirlichen sehr ahnlich ist, doch steht sie 
bisher im Widerspruch mit den Ergebnissen der Analyse. 

Wahrend die theoretisch berechneten Formeln fiir Stearyl- 
linolyl-Cephalin C,,H,,NPO, und Stearyl-arachidonyl-Cephalin 
C,,H,,NPO, sind, stimmen die fiir Cephalin wirklich gefundenen 
Werte weit besser zur Formel ©,,H,,NPO,,. Wie man sieht, 
besteht der Hauptunterschied in einem zu hohen Sauerstoffgehalt, 
und es liegt daher nahe, an eine oxydative Verinderung des 
Materials zu denken. Levene und Komatsu®), die diese Méglich- 
keit zur Diskussion stellen, weisen sie mit dem Kinwand zuriick, 
daB es ihnen nie gelungen sei, eine Oxysiiure zu isolieren. (Nahere 
Angaben iiber ihre Versuche in dieser Richtung finden sich aller- 
dings nicht.) Sie nehmen vielmehr entsprechend ihren Ergebnissen 
beim Cuorin ein Gemisch von Cephalin und Zersetzungsprodukten, 
die durch Abspaltung von Fettsiiuren entstanden sind, als Ur- 
sache des zu niedrigen Kohlenstoffgehaltes an. Schon Thier- 
telder und Klenk“) weisen in ihrem Buch iiber die 
Phosphatide auf die Schwierigkeit hin, die dieser Theorie aber 
die Phosphorbestimmung macht, die niemals zu hoch, wie man 
erwarten sollte, sondern bei allen bisher isolierten Cephalinen zu 
niedrig ausfallt. Wir méchten darum heute wieder auf die alte 
Annahme der Oxydation zuriickgreifen. 

Bewahrt man Cephalin, das auf dem iiblichen Wege aus 
Menschengehirn nach Extraktion mit Aceton und Petrolither als 
in Alkohol unlésliche Fraktion gewonnen wurde, an der Luft auf, 
so zeigen sich schon nach 8 Tagen die gleichen Verinderungen, 
wie sie Erlandsen‘’) an unreinem Material feststellte. Daf es 
sich um eine Oxydation handelt, beweist vor allem das Sinken 
der Jodzahl. Setzt man die Einwirkung lingere Zeit fort, so 
werden die Erscheinungen deutlicher. — Nach 4 Wochen ist die 
Jodzahl von 66 auf 45 gesunken. — Parallel damit ist eine 
(tewichtszunahme zu konstatieren. Analysiert man das so ver- 
iinderte Material, so zeigt sich parallel zum Abfall der Jod- 
zahl ein Sinken im Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffgehalt. 
Der Phosphor ist ziemlich konstant geblieben, aber niemals 
gestiegen. 

(Die Veriinderungen, die fiir Stickstoff und Phosphor in Be- 
tracht kommen, liegen allerdings innerhalb der Fehlergrenze der 
Bestimmungen.) 
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Cephalin, das unter Alkohol aufbewahrt wurde, also dem 
Luftsauerstoff nicht so ausgesetzt war, zeigt keine Verinderung 
der Jodzahl und entsprechend auch keine Verinderung in seiner 
EKlementzusammensetzung. 

Umgekehrt wie die Jodzahlen bewegen sich bei der oxy- 
dativen Veriinderung des Cephalins die von Rudy und Page‘) 
zum erstenmal zur Charakterisierung von Cephalin herangezogenen 
Neutralisationszahien, Sie steigen mit zunehmender Oxydation. 

Beim Aufbewahren im Exsiccator traten, wenn auch in ge- 
ringerem Mabe, die gleichen Veranderungen ein. Dagegen erwies sich 
Cephalin in Petrolither- und Atherlésung weitgehend gegen Oxy- 
dation geschiitzt. (Einen Unterschied zwischen Ather und Petrol- 
ther konnten wir, obgleich wir den gewohnlichen Ather ver- 
wandten, der, weil peroxydhaltig, stark oxydierend wirken soll 
(Friinkel)!°), nicht feststellen. Da der Ather wegen seines ge- 
ringeren Liésungsvermégens fiir Cerebroside dem Petrolather vor- 
zuziehen ist, empfehlen wir ihn unbedingt als Reinigungsmittel fiir 
Cephalin.) Auch bei allen diesen Versuchen gingen die Verinde- 
rungen in Jodzahl, Neutralisationszahl und Analysenergebnissen 
in der gleichen Richtung. 

Da nun das Cephalin schon bei seiner Isolierung oxydativen 
Einfliissen ausgesetzt ist, méchten wir den Unterschied zwischen 
berechneten und gefundenen Werten durch entsprechende Ver- 
inderungen erkliren, um so mehr als es Rudy und Page’) ge- 
lungen ist, aus dem Alkoholléslichen ein Cephalin zu isolieren, 
das den Forderungen der Theorie in seiner Zusammensetzung 
schon recht nahe steht. Meist geht ja mit den Verinderungen 
durch Oxydation eine zunehmende Unldslichkeit in organischen 
Lésungsmitteln parallel, was schon Erlandsen angibt®) und wir 
bestiitigen konnten. DaB auch neben der Oxydation eine Ab- 
spaltung von Fettsiuren oder Colamin stattfindet, allerdings nur 
in geringem MaBe, wollen wir nicht in Abrede stellen. Vielleicht 
weisen die Konstanz im Phosphorgehalt und die Zunahme der 
Neutralisationszahl darauf hin. Ejinen biindigen Beweis fiir unsere 
Ansicht wiirde die Isolierung von oxydativ verinderten Spalt- 
produkten geben; doch sind wir zur Zeit noch mit diesen Ver- 
suchen beschiiftigt. 

Um auf schnellerem Wege eine geniigende Menge stark 
oxydierten Materials zu gewinnen, iibertrugen wir die von Thun- 
berg!") und O. Warburg?!) am Lecithin gemachten Erfahrungen 
auf das Cephalin. 
























Uber das Cephalin aus Menschengehirn. 169 


Durch Sauerstoff allein liBt sich das Cephalin nur langsam 
oxydieren. Man kann einen ganzen 'l'ag lang Luft durch eine 
Cephalinlésung saugen oder eine wibrige Emulsion mit Sauerstoft 
schiitteln, ohne daB eine Verinderung in der Jodzahl bemerkbar 
wird. Benutzt man aber Eisen als Katalysator, so gelingt die 
Oxydation schnell und glatt, sowohl mit Eisen II- wie mit Kisen III- 
Salzen. (Wir benutzten die von Warburg angegebenen Mengen- 
verhiltnisse. Ferroammonsulfat wirkt in der dort angegebenen 
Konzentration allerdings schon flockend auf Cephalin.) Zugabe 
von Kssigsiiure ist beim Cephalin im Gegensatz zum Lecithin 
nicht noétig, eine Tatsache, die sich wohl am besten durch die 
deutlich saure Reaktion der Cephalinemulsion erkliiren ]iBt. Das 
auf diese Weise erhaltene Material besitzt eine Jodzahl, die er- 
heblich tiefer liegt, als die des Ausgangsproduktes (bei 12 Stunden 
langer Kinwirkung ist sie schon auf die Hilfte gesunken) und 
ist daher, da auch die Verinderungen in bezug auf Kohlenstoff-, 
Wasserstoff- und Stickstoffgehalt im gleichen Sinne wie oben 
stattgefunden haben, fiir weitere Untersuchungen sehr geeignet. 


II. Uber die Reinigung des Cephalins. 


Das Cephalin, so wie es aus dem Gehirn isoliert wird, ist 
stets aschehaltig. Wir kennten in Ubereinstimmung mit friiheren 
Arbeiten (Thudichum!’), Parnas’)) Calcium nachweisen. Hisen 
ist durch Rotfarbung von Ammoniumrhodanidlésung nur dann 
nachzuweisen, wenn die Extraktion statt in Glas- in WeiBblech- 
gefaBen vor sich gegangen war. Kin HinfluB dieser Spuren Kisen 
auf die Oxydationsgeschwindigkeit lieB sich iibrigens nicht kon- 
statieren. 

Die iibliche Reinigung des Cephalins geschieht nach Friinkel 
und Neubauer?’) durch Ausflocken mit Salzsiiure aus der wiib- 
rigen Emulsion und Nachwaschen mit einem Aceton—Wasser- 
gemisch, dann mit Aceton allein. Zuletzt fillt man wie iiblich 
mit Ather—Alkohol um. Man erhiilt so ein Material, das einen 
niedrigeren Zersetzungspunkt zeigt, bei der Verbrennung keine 
Asche mehr gibt und sich durch gréBere Léslichkeit in allen 
organischen Lésungsmitteln auszeichnet. Die Reinigung ist mit 
groBen Verlusten verbunden. 

Es labt sich nun zeigen, daB diese Verluste nur zum ‘Teil 
durch das wibrige Aceton, aus dem mit Salzsiiure geflockt, und 
das zum Waschen verwandt wird, bedingt sind, und daB die Haupt- 
menge erst beim Umfillen mit Ather—Alkohol verloren geht. Etwa 
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50°/, wird dabei in Liésung gehalten. (Wir erinnern hier an die 
Angaben von Frinkel und Neubauer!?) wonach Cephalin durch 
die Salzsiiurefillung alkoholléslich werden soll.) Entfernt man das 
Lésungsmittel im Vakuum, so bleibt ein Produkt zuriick, das im 
Gegensatz zum Ausgangscephalin klar in Alkohol’ léslich ist, 
sich in Jod- und Siéurezahl nicht von dem gefallten Cephalin 
unterscheidet, aber einen abnorm niedrigen Phosphor- und Stick- 
stoff- und einen abnorm hohen Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalt 
besitzt, also wahrscheinlich aus Zersetzungsprodukten besteht. 

Dadurch wird der Wert der Siurereinigung in Frage gestellt, 
auch die Analysenzahlen fiir das mit Alkohol ausgefallte Cephalin 
bewegen sich nimlich, allerdings weniger ausgesprochen, in der 
gleichen Richtung, und bei langerem Stehen unter Alkohol lost 
es sich darin in viel betriichtlicherem Mafe als Cephalin es sonst 
zu tun pflegt. AuBerdem fiallt ein starkes Emporschnellen der 
Neutralisationszahl (von 100 auf 150°/,) auf. Um _ adsorbierte 
Siure kann es sich kaum handeln. MHiufiges Nachwaschen mit 
Aceton oder Wasser auch nach vorhergehendem ‘l'rocknen, andert 
gar nichts, ebensowenig Auskochen mit Aceton oder Umfillen 
mit Ather—Alkohol. Im Falle der Salzsiure liBt sich mit Silber- 
nitrat auch nach dem Veraschen (entsprechend den Angaben von 
tenall!%’) kein Chlor nachweisen. Will man nicht annehmen, daB 
diese hohen Werte der wahren Neutralisationszahl des aschefreien 
Cephalins entsprechen, etwa so wie auch Griin5) bei seinem 
synthetischen Material eine um 20°/, zu hohe Zahl fand, so bleibt 
auch hier nur die Erklirung einer teilweisen Zersetzung iibrig. 

Fiir alle diese Ergebnisse ist es ganz gleichgiiltig, ob die 
Reinigung mit Salzsiiure, Schwefelsiiure oder Essigsiure ausgefiihrt 
wird, wenn man nur jedesmal so viel Siiure zusetzt, daB Flockung 
eintritt. Wendet man dagegen die Siiure in so starker Verdiinnung 
an, daB das Cephalin erst auf Zusatz von Aceton ausfillt, so 
bleiben Kohlenstoff-, Wasserstoff-, Stickstoff- und Phosphorwerte 
normal. Allerdings ist auch der Gehalt an Asche nur zuriick- 
gegangen und nicht verschwunden. 

Ob durch Umfillen mit organischen Lésungsmiiteln eine 
Reinigung des Cephalins erzielt wird, li8t sich nur schwer ent- 
scheiden. Da die Analysenwerte je nach Aufbewahrung und Dar- 
stellung nicht unerheblich schwanken und auBerdem von den 
meisten Autoren das umgefiillte Material nicht vollkommen durch- 
analysiert wurde, méchten wir die Méglichkeit doch nicht ganz 
von der Hand weisen. Eine gewisse GesetzmaBigkeit liBt sich 
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jedenfalls feststellen, wenn man Jod- und Neutralisationszahl als 
Kontrolle anwendet. 

Arbeitet man bei der Ather—Alkoholumfiillung nicht mit dem 
gewohnten Verhiltnis 1:4, sondern mit einem sehr viel griBeren 
Alkoholiiberschu8, so ]4Bt sich ein Produkt mit niedrigerer Jod- 
zahl und hoherer Neutralisationszahl abzentrifugieren. Die Jodzahl 
geht dabei direkt parallel mit dem Alkoholiiberschu8. In Lésung 
bleibt die andere Komponente mit hoher Jodzahl und niedriger 
Neutralisationszahl. Das ist auch bei Cephalinen der Fall, die 
mit Ather—Alkohol wiederholt umgefillt waren, also kein Lecithin 
mehr enthalten. 

Fiihrt man Umfillungen in Gegenwart von Wasser aus, gleich- 
giiltig, ob man eine wiBrige Emulsion mit Alkohol oder Aceton 
flockt, oder ob man eine Atherlisung in mit Wasser verdiinnten 
Alkohol gieBt, so lassen sich Cephaline mit hiéheren Jod- und 
niedrigeren Neutralisationszahlen abzentrifugieren. Aus der Lésung 
ist wieder die entgegengesetzte Komponente zu erhalten. 

Wie das im einzelnen zu erkliren ist, besonders was den 
Antagonismus von Jodzahl und Neutralisationszahl betrifft, méchten 
wir offenlassen. Jedenfalls scheinen diese Versuche fiir eine Auf- 
teilbarkeit des Cephalinkomplexes zu sprechen. 

Weitere Versuche iiber Siure- und Fillungsmittelreinigung 
sind im Gange. 

Experimenteller Teil. 
Darstellung des Cephalins. 


Menschliche Gehirne, von den Hiiuten befreit, werden durch 
eine Fleischhackmaschine gegeben und mit viel Aceton einen Tag 
stehen gelassen. (Kin Uberschu8 von Aceton ist nétig, da das 
Material sonst nicht zentrifugierbar ist.) Die stark wasserhaltige 
Fliissigkeit wird abzentrifugiert und die Extraktion mit Aceton 
zuerst kalt, spater unter schwacher Erwirmung fortgesetzt, so lange 
bis kaum noch Cholesterin im Aceton nachzuweisen ist. Nach 
kurzem Trocknen mit dem Féhn wird das Material jetzt mit 
Petrolither iibergossen, am nichsten Tag filtriert und diese 
Operation 4mal wiederholt. Die abfiltrierte Lésung hinterlaBt 
dann nach dem Einengen kaum noch Riickstand. 

Die Hauptmenge Petrolather wird nun im Kohlensiurestrom 
oder im schwachen Vakuum entfernt und die konzentrierte Lisung 
in die 4fache Menge 96°/,igen Alkohol unter Rihren tropfen 
gelassen. Nach dem Filtrieren bleibt eine gelbe, halbfeste Masse 
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zuriick. Der Alkohol wird nun médglichst vollstandig im Vakuum 
entfernt und das Rohmaterial, in Petrolaither gelést, im Kisschrank 
stehen gelassen. Nach dem Zentrifugieren am nachsten Tag wird 
wieder in Alkohol gegossen und die ganzen Operationen so lange 
wiederholt, bis beim Stehen im LEisschrank kein Niederschlag 
mehr entsteht. Allerdings kommt es hierbei sehr auf das még- 
lichst vollstindige Entfernen des Alkohols an, da der Zeitpunkt 
volliger Lésung sonst schon zu einer Zeit erreicht wird, wo noch 
erhebliche Mengen Cerebroside oder Sphingomyelin dem Cephalin 
beigemengt sind. Wendet man Ather nach der Petrolither- 
reinigung an, so laBt sich die Reinigung noch bedeutend weiter- 
fihren. Die alkoholischen Lésungen dienten zur Herstellung des 
léslichen Cephalins von Rudy und Page’), vgl. dort! 

DaB das so erhaltene Cephalin aber immer noch nicht ganz 
cerebrosidfrei ist, zeigt die a-Naphtholprobe an, die positiv aus- 
fillt. Reineres Material wird erhalten, wenn man eine Um- 
fillung mit Salzsiure nach Frinkel und Neubauer?”) anschliebt 
und dann noch einmal mit Ather zentrifugiert. Nach einmaliger 
Wiederholung ist die a@-Naphtholprobe nur noch sehr schwach 


positiv. 


I. Uber die Oxydation des Cephalins. 


Oxydative Verinderung des Cephalins 
bei der Aufbewahrung. 


14 g Cephalin werden in Teile von je 2 g geteilt und jeder 
Teil wihrend 4 Wochen auf eine andere Weise aufbewahrt. Die 
Veriinderungen in den Analysenwerten zeigt folgende Tabelle (S. 173). 


Das Cephalin, das an der Luft und im Exsiceator gelegen hatte, wurde 
zur Analyse (jeweils etwa 0,6 g) im Hochvakuum bei 50° getrocknet, von 
dem unter Alkohol aufbewahrten die zu jeder Analyse nétige Menge ab- 
zentrifugiert und ebenfalls getrocknet. Aus den Ather- und Petrolither- 
lésungen wurden die fiir jede Bestimmung verwandten 0,6 g mit Alkohol 
vorher ausgefiillt. 

Die Jodzahlbestimmung geschah nach Rosenmund.") Die Neutrali- 
sationszahlbestimmung durch Titration in absoluter Benzollésung mit n/50- 
alkoholischer Kalilauge und Umrechnen auf Prozente des theoretischen 
Wertes. (Molekulargewicht 743,7.) Die Stickstoffbestimmung wurde nach 
Kjeldahl ausgefiihrt. Zur Phosphorbestimmung veraschte man mit dem 
Neumannschen Siuregemisch und bestimmte den Phosphor dann nach 
Neumann") (Diskussion vgl. Rudy und Page).*) 

Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmungen wurden durch Verbrennung 
der Substanz im Gemisch mit Blei-Chromat ausgefiihrt (Thierfelder).'®) 
Es sind Makrobestimmungen. 
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Art der Aufbewahrung | J.-Z. | N.-Z. C H N P 

ia o TY ‘ 

Kontrolle, am 12. V. 80) ¢5 91,8 58,5 | 9,89 1 1,95 | 3,38 
analysiert 


I. Seamemmelis: vom 19. Vv. 1930 












































An der Luft 60,5 95,5 

Im Exsiccator . 66,6 94,8 

Unter Alkohol 65,2 92,9 

In Ather 63,9 92,0 

In Petrolither . — 61,9 92,4 

II. Analysenwerte am 26. V. 1930. 

An der Luft 48,7 97,1 1,81 3,34 
Im Exsiccator . 65,1 91,1 3,39 
Unter Alkohol 63,9 85,9 1,83 3,30 
In Ather. 60,5 | 86,2 

In Petrolither . 58,2 89,6 

III. Analysenwerte vom 3. VI. 1930, 

An der Luft 44,9 | 101,5 57,39 9,58 

Im Exsiceator . 54,3 93,2 

Unter Alkohol 60,0 | 88,9 | 58,82 | 9,62 

In Ather 59,7 89,5 

In Petrolather . inf 57,9 89,8 

IV. Analysenwerte vom 16. VI. 1930. 

An der Luft 40,2 | 109,1 56,77 9,05 | 1,62 | 3,38 
Im Ixsiceator . 45,4 100,0 

Unter Alkohol 64,7 85,2 

In Ather 63,7 91,5 

In Petroliither . 62,8 | 95,8 | 58,73 | 10,26 | 1,79 | 3,39 




















Die Analysenergebnisse, die als Grundlage fiir die Aufstellung obiger 
Tabelle dienten, sind folgende. 


Jodzahlbestimmungen (19. V. 1930). 


0,0550 g Substanz verbr. 2,85 cem n/10-Na,S,03. J.-Z. 65,8 
0,0556 ¢g ‘ » 2,65 ecm - 60,5 
0,0534 g ‘ 5 2,80 ccm 66,6 
0,0584 g “ » 3,00 ccm 65,2 
0,0546 g - » 2,75 cem 63,9 
0,0584 g - 9» 2,89 ccm - » 61,9 
Neutralisationszahlbestimmungen (19. V. 1930). 
0,0550 g Substanz verbr. 0,679 cem n/10-KOH. Ber. 0,740cem N.-Z. 91,8° , 
0,0582 g ™ . 0,747 cem ‘i 5 0,783 cem 95,5 
0,0592 g i » 0,755 eem i 5, 0,796eem 94,8 
9,0540 g s » 0,675 ccm 0,726 cem 92,9 
0,0564 ¢ ‘ , 0,698 cem ‘ 0,758 ccm 92,0 
0,0590 ,, si . 0,733 cem * ,, 0,793cem » 92,4 





1 


ed 


4 


0,0378 g Substanz gaben 3,69 cem n/70-NaOH. 
12,60 ecm n/2-NaQOH. 


0,2068 g 


0,0534 g 
0,0556 g 
0,0546 g 
0,0556 g 
0,0556 g 
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”? 


Substanz verbr. 2,05 


%) 


79 


Neutralisationszahlbestimmungen (26. V. 1930). 


Elementaranalyse (12. V. 1930). 
0,0966 g Substunz verbr. 0,0854 g H,O, 0,2072 g CO,. 
9,89 °/, H 


” 


58,5 %/, C 


Jodzahlbestimmungen (26. V. 1930). 


s* 


” 


9 


2,85 ccm 
2,75 ecm 
2,65 ccm 
2,95 cem 


cem n/10-Na,$,03. 


$9 


9 


0,0540 g Subst. verbr. 0,705 cem n/10-KOH. Ber. 0,726 cem 


0,0542 g 
0,0560 g 
0,0546 g 
0,0558 g 


rh 


0,0436 g Substanz verbr. 3,94 ccm n/70-NaOH. 


0,0470 ¢ 
0,2240 g 
0,2486 ¢ 
0,1694 ¢ 


0,0548 ¢ 
0,0538 ¢ 
0,0554 g 
0,0546 g 
0,0540 g 


0,0546 g Subst. verbr. 0,745 eem n/10-KOH. 


0,0546 g 
0,0536 g 
0,0546 g 
0,0554 g 


*? 


9 


oe) 


99 


Substanz verbr. 1,94 cem n/10-Na,S,Q,. 


’ 


’ 


b] 


P| 


0,664 cem 

0,647 cem " 
0,633 cem ™ 
0,672 cem = 


4 0,728 cem 
0,753 cem 
0,734 cem 
0,750 cem 


Elementaranalyse (26. V. 1930). 


99 


” 


39 


+ hd 


4,31 cem 


13,50 cem n/2-NaQOH. 
15,20 ccm 
10,10 cem 


”? 


9° 


9) 


Jodzahlbestimmungen (3. VI. 1930). 


*“9 


$9 


7? 


2,30 ecm 
2,62 ccm 
2,57 cem 
2,46 ccm 


%9 


$9 


Neutralisationszahlbestimmungen (3. VI. 1930). 


9 


0,684 ccm ‘ 
0,641 cem ” 
0,657 cem " 
0,669 ccm 


Ber. 0,734 cem 
» 0,734 cem 
,, 0,721 cem 
» 0,734 cem 
», 0,745 com 


Elementaranalyse (3. VI. 1930). 
0,0958 g Substanz gaben 0,2016 g CO,, 0,0820 g H,0O. 


57,39 °/, C 


958°), H 


0,0996 g Substanz gaben 0,2148 g CO,, 0,0856 g H,O. 
58,82 °/, C 


9,62 °/, H 


99 
ov 
99 


‘9 


9? 


” 


”? 


” 


J.-Z. 





1,95 °/, N 
3,38 °/o 


P 


48,7 
65,1 
63,9 
60,5 
58,2 


N.-Z. 97,1 %/, 


” 


91,1 
85,9 
86,2 
89,6 


1,81 °/, N 
1,83 °/, N 
3,34 /, P 
3.39%, P 
3,30 %/, FP 


J.-Z. 44,9 


54,3 
60,0 
59,7 
57,9 


N.-Z. 101,5 °/, 


93,2 
88,9 
89,5 
89,8 
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Jodzahlbestimmungen (16. VI. 1930). 


0,0562 g Substanz verbr. 1,78 cem n/10-Na,5,Q,. J.-Z. 40,2 
0,0556 g - “s 1,99 cem “ » 45,4 
0,0462 g ~ » 2,36 cem +“ ~ ea 
0,0554 ¢ ‘i 5 2,78 ecem - ~ Saye 
0,0550 g ‘is » #62 Cem - » 628 


Neutralisationszahlbestimmungen (16. VI. 1930). 
0,0556 g Subst. verbr. 0,816 cem n/10-KOH. Ber. 0,748 cem N.-Z.109,1°,, 


0,0560 g ‘i » 0,753 ccm - » 0,753 cem », 100,0 
0,0494 ¢ * » 0,566 ecm “ ., 0,664 eem » 85,2 
0,0526 g - » 0,647 ceem + » 0,707 cem oe a 
0,0526 g - 55 0,677 com ‘s ,» 0,707 eem » 99,8 


Elementaranalyse (16. VI. 1930). 
0,1130 g Substanz gaben 0,2352 g CO,, 0,0914 g H,0. 


56,77 /, C 9,05 °/, H 
0,0626 g Substanz gaben 0,1348 g CO,, 0,0574 g H,O. 

58,73 %/, C 10,26°/, H 
0,0460 g Substanz verbr. 3,72 cem n/70-NaQOH. 1,62 °/, N 
0,0458 g i. » 4,09 cem . 1,79), N 
0,2122 g i » 12,95 eem n/2-NaOH $.58°/, P 
0,1562 g ¥ - 9,55 cem - 3,39 °/, P 


Analysen von VCephalinen verschiedener Darstellung. 


Die gleiche Parallelitét zwischen Jodzahl und C-, H-Werten zeigt 
sich auch in den Analysen von Cephalinen verschiedener Darstellung. Es 
wurde immer Material benutzt, das noch nicht durch Saurefillung gereinigt 
war, also noch einen geringen Gehalt an Cerebrosiden aufwies. 





























Fillung vom | J.-Z. N.-Z. C H N r Asche 
27. I. | 74,74 | 92,0 | 61,42 | 10,50 | 1,63 | 3,64 | 12,37 
9. V. 65,8 91,8 | 58,5 9,89 1,95 3,38 9,15 
13. V. 68,2 93,4 | 59,5 10,21 1,85 3,38 
22. V. 65,9 97,5 | 58,64 | 9,40 | 1,92 | 3,71 
27. VIL. 64,8 | 106 60,10 | 10,55 | 1,88 | 3,57 9,04 
9. X. 74,8 | 109 60,60 | 10,36 | 1,97 | 3,61 9,06 
Fallung (27. IIT). 
0,0540 g Subst. verbr. 3,18 cem n/10-Na,S,Q3. J.-Z. 74,74 
0,1228¢g ,, »  1,519eem n/10-KOH. Ber. 1,651ecm N.-Z. 92,0°), 
0,0904g ,, gaben 0,2036 g CO,, 0,0848 g H,O. 
61,42 °/, C 10,50 °/, H 
0,0490 g Substanz verbr. 3,98 ccm n/70-NaOH. 1,63°/, N 
0,3202 g - » 21,05 cem n/2-NaOH. 3,64°/, P 


0,1358 g ‘a gaben 0,0168 g Riickstand. 12,37 °/, Asche 
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Fillung (9. V.). 


0,0550 g Subst. verbr. 2,85 cem n/10-Na,$,O3. J.-Z. 65,8 
0,0550 g - ‘i 0,679 cem n/10-KOH. Ber. 0,740 cem N.-Z. 91,8, 
0,0966 g  =,,  gaben 0,2072 g CO,, 0,0854 g H,O. 
58,5 9, C 9,89 °/, H 
0,0378 g Substanz verbr. 3,69 cem n/70-NaOH. 1,95 °/, N 
0,2068 g " » 12,60 cem n/2-NaOH. 3,38 °/, P 
Fiallung (13. V.). 
0,0540 g Subst. verbr. 2,90 cem n/10-Na,S,O,. J.-Z. 68,2 
0,0554 ¢ sg »  0,696eem n/10-KOH. Ber. 0,745cem N.-Z. 93,4°, 
0,1068g  ., gaben 0,2330 g CO,, 0,0974 g H,O. 
59,50 °/, C 10,21 °/, H 
0,0390 g Substanz verbr. 8,62 eem n/70-NaOH. 1,86 °/, N 
0.2068 g¢ ” » 12,60 cem n/2-NaOH, 3,38 °/, N 
0,1136 g - gaben 0,0104 g Riickstand. 9,15 °/, Asche. 
Fillung (22. V.). 
0,0578 g Subst. verbr. 3,00 ccm n/10-Na,S,O,. J.-Z. 65,9 
0,0550g a, 5 0,722 cem n/10-KOH. Ber. 0,740 ccm N.-Z. 97,6 °), 
0.1014 g  ,. gaben 0,2176 g CO,, 0,0852 g H,O. 
58,53 °/, C 940°), E 
0,0342 g Substanz verbr. 3,29 eem n/70-NaOH. 1,92°, N 
0,2138 g is » 14,30 cem n/2-NaOH. a, © 
Fillung (27. VII). 
6,0570 g Subst. verbr. 2,91 cem n/10-Na,S,0,. J.-Z. 64,8 
0,0552 g __sér, » 0,785 cem n/10-KOH. Ber. 0,742 cem N.-Z. 105,8°', 
0,0766 g 4, gaben 0,1688 g CO,, 0,0722 g H,0. 
60,10 °/, C 10,55°/, H 
0,0486 g Substanz verbr. 4,58 cem n/70-NaOH. 1,88 °/, N 
0,1504 ¢ - » 9,70 cem n/2-NaQH. a1"), & 
0.2168 ¢ " gaben 0,0196 g Riickstand. 9,04 °/, Asche. 
Fiillung (9. X.). 
0,0568 g Subst. verbr. 3,35 eem n/10-Na,S,0,. J.-Z. 74,8 


0,0552 g ~ » 0,810 cem n/10-KOH. Ber. 0,742cem N.-Z. 109,2°,, 
0,0784¢ ,, gaben 0,1742 g CO,, 0,0726 g H,0. 


60,60 °/, C 10,36 °/, H. 
0,0570 g¢ Substanz verbr. 5,60 cem n/70-NaOH. 1,97 9, N 
0,1664 g - », 10,85 cem n/2-NaOH. 3,61 °/, P 
0,3003 g »  gaben 0,0272 g Riickstand. 9,06 °/, Asche. 


Oxydationsversuche mit Cephalin. 


a) Ohne Gegenwart von Eisen. 
1 g Cephalin wird mit Wasser versetzt und auf der Schiittel- 
maschine geschiittelt bis zur vollstiindigen Emulsion. Nach Um- 
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gieBen in eine Saugflasche wird 11 Stunden lang Luft durch die 
Emulsion gesaugt, dann mit Alkohol das Cephalin ausgeflockt und 
zur Jodzahlbestimmung getrocknet. 


0,0548 g Substanz verbr. 1,94 eem n/10-Na,S,0,. J.-Z. 44,9 
Kontrolle (im Exsiceator aufbewahrt): 
0,0576 g Substanz verbr. 2,15 cem n/10-Na,S,Q3. J.-Z. 47,4. 


1 g Cephalin wird in Petrolither gelést und Luft durch die 
Lésung gesaugt, unter hiufiger Erneuerung des Petroliithers 
11 Stunden lang. Die Lésung wird dann in die vierfache Menge 
Alkohol gegossen und das ausgefallene Cephalin im Exsiccator 
getrocknet. 


0,0596 g Substanz verbr. 2,30 ecm n/10-Na,S,O, J.-Z. 49,1 
Kontrolle wie oben. J.-Z. 47,4 


0,5 g Cephalin in 500ccm Wasser emulgiert, durch Schiitteln 
der Substanz bis zur volligen Emulsion auf der Maschine und 
Verdiinnen auf die angegebene Menge, werden nach Durchleiten 
von Sauerstoff 18 Stunden geschiittelt. Da sich aus der Emulsion 
auch beim Zentrifugieren nichts absetzt, flockt man das Cephalin 
mit Salzsiiure aus, <ascht so lange mit Wasser, wie sich Fiissig- 
keit und Niederschlag beim Zentrifugieren noch klar trennen, 
gibt dann Aceton dazu und wiederholt das Waschen mit Wasser 
und Ausflocken mit Aceton noch ein paarmal. Zuletzt wischt 
man mit Aceton allein und trocknet im Exsiccator. 


0,0582 g Substanz verbr. 3,07 ccm n/10-Na,S,0, J.-Z. 66,95 
Kontrolle (im Exsiceator aufbewabhrt): 
0,0584 g Substanz verbr. 3,26 ecm n/10-Na,S,0, J.-Z. 70,85. 


b) Bei Gegenwart von Eisen. 
1. Eisen-III-Salz. 


0,5 g Cephalin werden in 100 ccm Wasser emulgiert und mit 
10 ccm einer 34°/ igen Ferrich!oridlésung versetzt (Thunberg*"), 
Nach Durchleiten von Sauerstoff durch die Emulsion wird sie 
14 Stunden auf der Maschine geschiittelt. Der dann zentrifugier- 
bare Teil hat eine J.-Z.: 22,47. 


0,0532 g Substanz verbr. 0,94 cem n/1i0-Na,S,0, J.-Z. 22,47 
Kontrolle (im Exsieeator aufbewahrt). 
0,0554 g Substanz verbr. 2,88 ecm n/10 Na,S,O, J.-Z. 65,98. 


Durch das Filtrat wird noch einmal Sauerstoff geleitet, 
5 Stunden geschiittelt und in dem wieder zentrifugierbaren Teil die 
Jodzahl bestimmt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXCIV. 12 
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0,0464 g Substanz verbr. 0,443 ecm n/10 Na,S,O, J.-Z. 12,12 
Kontrolle wie oben. J.-Z. 65,98. 


Nach weiterem Schiitteln laBt sich nichts mehr zentrifugieren. 


2. Eisen-II-Salz. 
Verschiedene Verdiinnungen. 

0,4 g Cephalin werden in 20 ccm n/1000-Essigséure durch 
Schiitteln emulgiert und die Emulsion mit 0,007 g Ferroammon- 
sulfat versetzt (Warburg!!). Man leitet dann Sauerstoff hindurch 
und schiittelt 14 Stunden. Ein Teil lift sich abzentrifugieren. 

0,0198 g Substanz verbr. 0,628 eem n/10-Na,S,O, J.-Z. 40,3 

Kontrolle wie oben. J.-Z, 65,98. 

Nach Durchleiten von Sauerstoff durch das Filtrat, wird noch 
weitere 5 Stunden geschiittelt. Die Jodzahl des jetzt noch zentri- 
fugierbaren Teils ist 19,30. 

0,0194 g Substanz verbr. 0,295 ccm n/10-Na,S,0, J.-Z. 19,3. 

Das Filtrat ist noch triibe, aber auch nach weiterem Schiit- 
teln ist nichts Zentrifugierbares mehr zu erhalten. 

0,2 g Cephalin wird in 200 ccm Wasser unter Schiitteln 
emulgiert. 20 ccm n/10-Essigsiure und 10 ccm 0,8°/,ige Ferro- 
ammonsulfatlésung dazu gegeben (Warburg!) Nach Durchleiten 
von Sauerstoff wird 14 Stunden geschiittelt. Dabei flockt das 
Gesamtcephalin aus und ]&Bt sich zentrifugieren. 

0,0560 g Substanz verbr. 0,786 cem n/10-Na,S,O, J.-Z. 17,8 


Kontrolle (im Exsiccator aufbewabhrt): 
0,0544 g Substanz verbr. 2,618 ecm n/10-Na,S,0, J.-Z. 61,1. 


Siurezusatz: 
0,4 g Cephalin werden mit 400 ccm Wasser emulgiert, 40 ccm 
n/10-Essigsiiure und 20 ccm 0,8°/,ige Ferroammonsulfatlésung 
dazugegeben und nach Durchleiten von Sauerstoff 7 Stunden lang 


geschiittelt. 

0,0500 g Substanz verbr. 1,328 eem n/10-Na,S,0, J.-Z. 33,7 

Kontrolle (im Exsiceator auf bewabrt). 

0,0570 g Substanz verbr. 3,449 ccm n/10-Na,S,0, J.-Z. 76,8. 

0,4 g Cephalin werden mit 400 ccm Wasser emulgiert, ohne 
Zusatz von Kssigsiure, nur mit 20 ccm 0,8°/,iger Ferroammon- 
sulfatlésung versetzt und nach Durchleiten von Sauerstoff 7 Stunden 


geschiittelt. 
0,0500 g Substanz verbr. 1,232 cem n/10-Na,S,0, J.-Z. 31,3 
Kontrolle wie oben. J.-Z. 76,8. 
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Reinigung: 

Das oxydierte Material wird mit 1-normaler Salzsiure durch- 
geschiittelt, so lange, bis das Filtrat eisenfrei ist. Man wiischt 
dann mit Wasser, mit Aceton—Wasser, zuletzt mit Aceton allein 
und trocknet im Exsiccator. Es ist jetzt in Benzol und Ather 
léslich, besonders nach Zusatz von einem Tropfen Wasser und 
mit Wasser emulgierbar. Nach Umfillen mit Ather—Alkohol wird 
es zur Analyse getrocknet. 


0,0590 g Substanz verbr. 1,070 ecem n/10-Na,S,0, J.-Z. 23,0 


0,0650 g ” gaben 0,1378 g CO, 0,0536 g H,O 

57,82°/, C 9,23°/, H. 
0,0498 g Substanz verbr. 3,72 cem n/70-NaOH 1,49°/, N 
0,1648 g ‘ » 9,95 eem n/2-NaOH 8,35°/, P. 


Die durch die Oxydation bedingten Verinderungen zeigt folgende 
Tabelle: 





























J.-Z. | N.-Z. C H N P 
Cephalin vom 27.VII*) | 64,8 106 | 60,10 | 10,55 | 1,88 | 3,57 
Oxydiertes Cephalin 23,0 — 57,82 9,23 1,49 8,35 


II. Uber die Reinigung des Cephalins. 
Eisenbestimmung. 


1,4 g Cephalin, hergestellt durch Extraktion von Gehirnen 
in GlasgefaBen, werden im Quarztiegel langsam vergliiht und die 
zuriickbleibende Kohle mit heiBer Salzsiure ausgezogen. Das 
Filtrat ist farblos. Man gliiht den Riickstand noch einmal und 
nimmt ihn zweimal mit Salzsiure auf. Etwa 1 ccm davon gibt, 
mit Ammonrhodanidlésung versetzt, keine Farbung. 

Bei 2 g Cephalin, hergestellt durch Extraktion von Gehirnen 
in WeiBblechapparaten, ist der Salzsiureauszug schwach gefarbt. 
Die Farbung von 1 ccm Lésung entspricht etwa der durch 0,007 mg 
Ferrichlorid verursachten. Gesamtgehalt etwa 0,007 mg Fe in 


2 g Cephalin. 
Reinigung mit Salzsiure. 


Die Reinigung wird nach der Vorschrift von Frankel und 
Neubauer’?’) ausgefiihrt, mit Wasser dabei so lange gewaschen, 
wie noch eine gute Trennung der Schichten beim Zentrifugieren 





*) Die Datumangaben beziehen sich jeweils auf die in der Tabelle 


(S. 10) angegebenen Werte. 
12* 
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zu erreichen war. Dann wird das Cephalin mit Aceton geflockt, 
mit wiBrigem Aceton und zuletzt mit Aceton allein gewaschen, 
der Riickstand in Ather gelést und in die 4-fache Menge Alkohol 
Die Reinigung mit Schwefelsiiure und Essigsaure ge- 


gegossen. 


schieht in genau der gleichen Weise. 

5 g Rohcephalin (Schmelzp. 175°) geben nach der ersten Salz- 
siurefillung 2,77 g gereinigtes Cephalin (Schmelzp. 160%) = 55°, 
des Ausgangsmaterials. 

Die Alkohol—Atherlésung hinterli£t nach Einengen im Vakuum 
1,31 g schmierigen Riickstand. 


0,0574 g Subst. verbr. 0,340 ecm n/10-Na,$,Qg. 
0,977 cem n/10-KOH. 


0,0554 g 
0,1020 ¢g 


0,0340 g Substanz verbr, 2,88 ecm n/70-NaOH. 
0,3338 


0,0440 g Subst. verbr. 2,217 cem n/10-Na,S,Q,. 
. 0,0462 g¢ 
. 0,0464 g 
. 0,0456 g 
. 0,0424 g 
3. 0,0426 g 


” 
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Analysen des in Alkohol-Ather-Unléslichen. 


Das gereinigte Cephalin wird im Hochvakuum bei 50° getrocknet. 


gaben 0 





Fiillung (9. V.). 
J.-Z. 75,2 
Ber, 0,745cem N.-Z. 181 °/, 
2235 g CO,, 0,1122 g H,O. 
59,73 °/, C 33°, 





1,69°/, N 
5, 19,05 cem n/2-NaOH. 3,16 °/, P 
Fillung (27. VII). 

J.-Z. 63,9 
59,5 
60,6 


2,167 cem ¥9 = 
2,217 cem 9 ” 


0,994 eem n/10-KOH. Ber. 0,613cem N.-Z. 162,1°/, 








" » 0,895 eem " » 0,570ecem ,, 157,0 
i » 0,842 ccm 99 » 0,57T2cem = ,, 147,0 
1. 0,0618 g Substanz gaben 0,1392 g CO,, 0,0600 g H,O. | 
61,43 %/, C 10,86 °/, H | 
' > . 
2. 0,0748 g Substanz gaben 0,1676 g CO,, 0,0694 g H,0. | 
61,11°/, C 10,38 °/, H 
3. 0,0738 g Substanz gaben 0,1684 g CO,, 0,0684 g H,0. 
62,23 %/, C 10,37 °/, H 
1. 0,0298 g Substanz verbr. 2,69 cem n/70-NaOH. 1,81 °/, N 


2, 0,0332 g 
3. 0,0328 g 


1, 0,1482 g 
2. 0,1558 g 
3. 0,1528 ¢g 
2. 0,3372 g 


” 


», 2,93 een - itt" 

» 2,79 eem m 1,70°/, N 

» 9,85 ecem n/2-NaOH. 8,68 9, P 

» 10,35 cem . 3,68 °/, P 

55 10,05 eem ss 3,64 °/, P 
gaben 0,0020 g Riickstand. 0,59 °/, Asche. 
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Fallung (9. X.). 


0,0540 g Subst. verbr. 0,3161 cem n/10-Na,S,O,. J.-Z. 74,3 
0,0572g OC, »  1,164ceem n/10-KOH. Ber. 0,769eem N.-Z. 151,3°/, 
0,0742 ¢ ,, gaben 0,1712 g CQ,, 0,0726 g H,O. 
62,93 °/, C 10,95 °/, H 
0,0562 g Substanz verbr. 4,31 eem n/70-NaOH, 1,54°/, N 
0,1576 g i » 10,70 eem n/2-NaOH. 8.76 °/, P 
0,3058 g - gaben 0,0012 g Riickstand. 0,39 °/, Asche. 


Die Ergebnisse seien noch einmal unter Heranziehung von 
Kontrollsubstanzen, deren Analysen schon oben wiedergegeben 
wurden, in einer Tabelle zusammengestellt. 


Analysen des in Alkohol unléslichen Teiles der Siiurefillung. 





| Ju. | N-z. 








C | H | N | P | Asche 


Fallung vom 9. V. 
58,5 | 9,89] 1,95 | 3,38] 9,15 
59,73 | 12,30 


91,8 


Kontrolle. . . . 65,8 
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Mit HCl gereinigt 








Fallung vom 27. VII. 

Kontrolle. . . .| 64,8 | 106 | 60,10 | 10,55 | 1,88 | 3,57] 9,04 
1. Mit HCl gereinigt | 63,9 | 162,1 | 61,43 | 10,86 | 1,81 | 3,68 
. Mit H,SO, 59,5 | 157,0 | 61,11 | 10,38 | 1,77 | 3,68 | 0,59 
3. MitCH,COOIHL,, 60,6 | 147,0 | 62,23 | 10,37] 1,70 | 3,64 


to 























Fillung vom 9. X, 


Kontrolle. . . . | 74,8 | 109 | 60,60 


10,36 1,97 3,61 | 9,06 
Mit HCl gereinigt 74,3 | 151,3 | 62,93 


10,95 | 1,54 | 3,76 











Analysen des in Alkohol-Ather-Léslichen. 


Der aus dem Alkohol—Athergemisch durch Einengen im 
Vakuum gewonnene Riickstand wird zur Analyse im Hochvakuum 
bei 40° getrocknet. In Alkohol ist er klar léslich, in Aceton 
nicht, doch JaBt sich ein Teil mit heiBem Aceton extrahieren. 
Auch nach Trocknen im Vakuum bleiben diese léslichen Anteile 
von manchen Cephalinfillungen schmierig. 


Fallung (27. VII). 


1. 0,0480 g Subst. verbr. 2,558 cem n/10-Na,S,0,. J.-Z. 67,6 
2. 0,0560¢ _ ,, » 2,843 ecm ‘ » 64,4 


3. 0,0588 g ___s,, 9» 2,890 cem - » 62,4 
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1, 0,0730 g Subst. verbr. 1,542 cem n/10-KOH. Ber. 0,982cem N.-Z. 157,1°/, 


2. 0,0574¢ SC, 5» 1,145 eem - » 90,772¢ecm », 148,4 
3. 0,0568 gs, » 1,058 cem % », 0,764cecm 5, 138,5 
1. 0,0838 g Substanz gaben 0,2078 g CO,, 0,0868 g H,0. 
67,63 °/, C 11,59°/, H 
2. 0,0746 g Substanz gaben 0,1804 g CO,, 0,0742 g H,0. 
65,95°/, C 11,13°/, H 
8. 0,0750 g Substanz gaben 0,1810 g CO,, 0,0778 g H,0. 
65,82 °/, C 11,61°/, H 
1. 0,0550 g Substanz verbr. 2,73 cem n/70-NaOH. 0,96 °/, N 
2. 0,0600 g - » 8,03 ecm % 1,01°/, N 
8. 0,0586 g ™ » 4,37 ccm ‘ 1,49°/, N 
1. 0,1508 g ze » 6,65 eem n/2-NaOH. 2,44°/, P 
2. 0,1550 g im » 8,385 eem mn 2,98 °/, P 
3. 0,1764 g -" » 9,90 cem " 8,11 °/, P 


Analysen des in Alkohol léslichen Teiles der Salzsiurefillung. 























Fallung vom 27. VIL. J.-Z. | N.-Z. C H N P 
1. Mit HCl — gereinigt 67,6 157,1 67,63 11,59 0,96 2,44 
2. Mit H,SO, " 64,4 | 1484 | 65,95 | 11,13 | 1,01 | 2,98 
3. Mit CH,COOH ,, 62,4 | 138,5 | 65,82 | 11,61 | 1,49 | 3,11 


Versuche zur Erniedrigung der Neutralisationszahl. 
1 g Cephalin in Wasser emulgiert, wird durch Flocken mit 
Salzsiiure, wie oben angegeben, gereinigt. 
0,1336 g¢ Subst. verbr. 2,624 cem n/10-KOH. Ber 1,796 N.-Z. 146 °/, 
Es wird jetzt nochmals mit Wasser bis zur Emulsion ge- 
schiittelt, mit Aceton geflockt und diese Operation mehrfach 
wiederholt. 
0,1386 g¢ Subst. verbr. 2,750cem n/10-KOH. Ber. 1,864cecm N,-Z. 147,6°/, 
Cephalin, durch Umfiallen mit Salzsiure gereinigt, wie oben, 
war einige Wochen im Exsiccator aufbewahrt. 


0,0532 g Subst. verbr. 2,046 ecm n/10-Na,S,O,. J.-Z. 48,8 

0,0542¢ —,, » 1,296 cem nj/10-KOH. Ber. 0,729eem N.-Z, 177,8°/, 
0,5 ¢ davon werden mit 30 ccm Aceton angerieben und 

5 Stunden im Wasserbad erhitzt. Nach AbgieBen der kaum ge- 

firbten Lésung wird der Riickstand im Exsiccator getrocknet. 


0,0546 g Subst. verbr. 2,139 cem n/10-Na,S,O3. J.-Z. 49,7 
0,0546¢ __,, » 1,369¢eem n/10-KOH. Ber. 0,734cem N,-Z. 186,5°/, 
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0,3 g Cephalin (N.-Z. 146,4°/,) werden mit Wasser emulgiert 
(p,, 3,4), mit chlorfreier Natronlauge neutralisiert, zur Trockne 
verdampft und gegliiht, Zieht man die Asche mit verdiinnter 
Salpetersiure aus und versetzt mit Silbernitrat, so entsteht kein 
Niederschlag. 

0,3 g Rohcephalin, das noch nicht mit Siuren gereinigt war, 
wird mit Wasser emulgiert und durch Zusatz verdiinnter Salz- 
siure allmahlich auf das p,, 3,4 gebracht. Nach dem Veraschen 
und Ausziehen mit Salpetersiure ist die Reaktion mit Silber- 
nitrat stark positiv. 


Reinigung mit verdiinnter Essigsiaure. 


2 g Cephalin werden in 7ccm Wasser unter Schiitteln emul- 
giert und mit 0,75ccm 20°/,iger Essigsiure versetzt. Man flockt 
nun die Hauptmenge Cephalin mit Aceton aus und zentrifugiert. 
Das Abgesetzte wird mit Wasser angerieben, mit Aceton wieder 
gefallt und das Waschen mehrere Male wiederholt. Zur Analyse 
wird im Hochvakuum 2 Stunden getrocknet. 


0,0662 g Subst. verbr. 4,111 cem n/10-Na,S,O,. J.-Z. 78,8 
0,1352g¢ —sC, » 1,617cem n/10-KOH. Ber. 1,818¢cem N.-Z. 88,9 °/, 
0,0618¢ ,, gaben 0,1392 g CO,, 0,0610 g H,0. 
61,43 °/, C 11,05 °/, H 
0,0386 g Substanz verbr. 3,08 ccm n/70-NaOH. 1,60 9/, N 
0,2050 g - » 13,45 cem n/2-NaOH. 3,64 °/, P 
0,1124 g - gaben 0,0102 g Riickstand. 9,08 °/, Asche. 


Kontrolle: Fallung vom 27. III. 


2 g Cephalin, in 20 ccm Wasser emulgiert und mit 0,75 ccm 
20°/,iger Essigsiure angesiuert, werden mit Aceton gefallt und 
gewaschen wie oben. Zur Analyse wird im Vakuumexsiccator 


getrocknet. 


0,0566 g Subst. verbr. 3,25 ecm n/10-Na,S,0,. J.-Z. 72,9 

0,0520g _ ss, »  0,545¢eem n/10-KOH. Ber. 0,699ceem N.-Z. 77,9 °/, 
0,0390g __sC,, » 38,23 cem n/70-NaOH, 1,66 °/, N 
0,2068¢ i, » 11,95eem n/2-NaOH. 3,20 °/, P 


Koatrolle: Fillung vom 13. V. 


5 g Cephalin werden unter Schiitteln in 75 ccm Wasser 
emulgiert, 7,5 com Kisessig dazu gegeben, gut durchgeriihrt und 
einmal zentrifugiert, dabei setzt sich nichts ab. Man flockt dann 
die Substanz mit Aceton aus und wiischt mit Acetonwasser und 
Aceton wie oben. 
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0,0508 g Subst. verbr. 2,416 eem n/10-Na,S,O,. J.-Z. 60,4 
0,0522g _,, » 0,708 eem n/10-KOH. Ber. 0,702ecm N.-Z. 100,9°/, 
0,0694g ,, gaben 0,1572 g CO,, 0,0654 g H,0. 
61,78 %/, C 10,55 °/, H 
0,0550 g Substanz verbr. 5,13 eem n/70-NaOH. 
0,1528 g o » 995 cem n/2-NaOH. 
0,3074 g ™ gaben 0,0136 g Riickstand. 


1,87 °/, N 
3,61 °/, P 
4,42°/, Asche 


Kontrolle: Fiillung vom 27. VII. 


Die Ergebnisse seien mit denen einiger weiterer Versuche 
in folgender Tabelle noch einmal zusammengestellt. 


Reinigung mit verdiinnter Essigsiure. 
































Essigsiiuregehalt 
— eters ™ J.-Z. | N.-Z. C IL N P Asche 
der Emulsion 
Kontrolle 27. III. | 74,74 | 92,0 | 61,42 | 10,50] 1,63 | 3,64 | 12,37 
0,2 °/o 72,1 
2, 78,8 88,9 | 61,43 | 11,05 | 1,60 | 3,64 | 9,08 
14°, 72,76 | 106,2 
Kontrolle 9. Y. 65,8 91,8 
0,2 °/, 71,8 85,7 
2°, 69,8 84,6 
15°), 70,8 85,3 
50 °/, 68,9 81,5 
Kontrolle 13. V. | 68,2 93,5 1,85 | 3,38 
rl, 12,9 77,9 1,66 | 3,20 
Kontrolle 27. III. | 64,8 106 60,10 | 10,55 | 1,88 | 3,57 9,04 
10 °/, 60,4 100,9 | 61,78 | 10,55 1,87 3,61 4,42 
Jodzahlbestimmungen. 
0,0590 g Substanz verbr. 3,35 cem n/10-Na,S,Og. J.-Z. 72,1 
0,0588 g - » 93,371 cem - » Caged 
0,0564 g - - 3,192 ccm - » 1 
0,0542 g m » 2,982 ccm - » 69,8 
0,0548 ¢g m », 3,035 ecm - » 60,3 
0,0540g ,» 2,930cem —_,, » 68,9 


0,1260 g Subst. verbr. 1,800 eem n/10-KOH. 


0,1374 g - » 
0,1362 g ” ” 
0,1358 g 9 ” 


0,1362 £ ” 9 


Neutralisationszahlbestimmungen. 


1,584 ccm ~ 
1,550 eem - 
1,558 ecm ~ 
1,492 ccm - 


Ber. 


1,694 ecm 
1,847 cem 
1,831 ecm 
1,826 cem 
1,832 ecm 


N.-Z. 106,2°/, 


” 
9 
” 


9 


85,7 
84,6 
85,3 
81,5 
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Umfallen mit Ather—Alkohol. 

Cephalin wird in Ather zu méglichst konzentrierter Lisung 
gelést, und die Lisung dann in die 4 fache Menge Alkohol (96 °/,) 
gegossen. Der abzentrifugierte Anteil wird zur Analyse im Vakuum- 
exsiccator getrocknet, als Kontrolle ein Teil des gleichen Cephalins, 
das nicht umgefillt wurde. 

Kontrolle I. 
0,0514 g Subst. verbr. 1,570 eem n/10-Na,S,QOg. J.-Z. 38,8 
0,0478 ¢ ss, » 0,668 cem n/10-KOH. Ber. 0,643cem N.-Z. 103,9°', 


Umgefilltes Cephalin I. 


0,0560 g Subst. verbr. 1,623 cem n/10-Na,S,0,. J.-Z. 36,8 
0,0548 ¢ —,, 5 0,762 cem n/10-KOH. Ber. 0,737cem N.-Z. 103,4°/, 


Kontrolle II. 


0,0530 g Subst. verbr. 1,832 eem n/10-Na,S,O3. J.-Z. 43,9 
0,0534g Ss, » 0,738 cem n/10-KOH. Ber. 0,718cem N.-Z. 102,8°/, 


Umegefiilltes Cephalin II. 


0,0458 g Subst. verbr. 1,518 cem n/10-Na,S,O,. J.-Z. 42,1 
0,04722  ,, 5» 0,647ceem n/10-KOH. Ber. 0,635eem N.-Z. 101,9°/, 


Je 0,5 g Cephalin werden in 1,5 ccm Ather gelést und in 
je 10 ccm Alkohol gegossen. Alkohol I ist 96°/,ig, Alkohol II 
enthalt 20°/, Ather; Alkohol III enthilt 50°/, Ather, Alkohol IV 
80 °/, Ather. Bei den ersten drei Versuchen entsteht eine nor- 
male Flockung, beim vierten nur eine Kmulsion, die schwer 
zentrifugierbar ist. Die Jodzahlen und Neutralisationszahl- 
bestimmungen des abzentrifugierten Cephalins der vier Ansiitze 
ergaben folgende Werte: 


Jodzahlbestimmungen. 


I. 0,0542 g Substanz verbr. 2,65 eem n/10-Na,S,O,. J.-Z. 62,1 
II. 0,0564 g ‘ » 2,80 cem = » 68,0 
III. 0,0566 g ‘ 55 2,70 cem ‘ »» 60,5 
IV. 0,0560 g ™ »  1,80ecm . » 40,8 


Neutralisationszah]bestimmungen. 
I. 0,0558 g Subst. verbr. 0,742cem n/10-KOH. Ber. 0,750cem N.-Z. 98,9°/, 
II. 0,0588 g __,, 5 06,764ceem ‘ 5» 0,791een  ,, 96,6 
Ill. 0,0590g _,, 5 0,775¢eem * » 0,198cem , 97,7 


Das Filtrat von IV wird im Vakuum zur Trockne verdampft 
und cer Riickstand zur Analyse getrocknet. 


0,0590 g Subst. verbr. 3,00 cem n/10-Na,S,O,. J.-Z. 64,5 
0,0562¢ = ,, »  0,764cecem n/10-KOH. Ber. 0,756eem N.-Z. 101,1°/, 
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Engt man die Alkohol—Atherlisung, die beim Ausfillen von 
Cephalin mit Alkohol (4:1) klar und gelb iiber dem Ausgefillten 
steht, im Vakuum zur Trockne ein, so bleibt ein meist schmieriger 
Riickstand, der auch beim Trocknen im Exsiccator oder im Hoch- 
vakuum nicht fest wird. 








0,0546 g Subst. verbr. 3,85 cem n/10-Na,S,O,. J.-Z. 89,5 
0,0554g —,, »  0,579eem n/10-KOH. Ber. 0,745cem N.-Z. 77,7°/, 
0,0968g ,, gaben 0,1988 g CO,, 0,0796 g H,O. 
56,01 °/, C 9,20 °/, H 
0,0398 g Substanz verbr. 8,69 cem n/70-NaOH. 1,86 °/), N 
0,2164 g - 55 14,40 cem n/2-NaOH. 8,69 °/, P 
J.-Z. N.-Z. C H N P 
Kontrolle (9. V.) 65,8 | 91,8 | 58,50 | 9,89 | 1,95 | 3,38 
Lisliches 89,5 | 77,7 | 56,01 | 9,20 | 1,86 | 3,69 




















zu den C-, H-, N-, P-Bestimmungen des ldéslichen Teiles ist allerdings zu 
bemerken, dab sie 14 Tage spiiter als die des Kontrolleephalins gemacht 
wurden. 


Jod- und Neutralisationszahlen von sonstigen Fillungen. 











J.-Z. N.-Z. 
Kontrolle 27. 1IL. . 74,74 92,0 
D@elenes. 6 kl 75,3 76,2 
Kontrolle 8. IV. . . . . 73,3 90,7 
Lésliches. . . .... 80,6 86,2 
Kontrolle 9.V.... . 65,8 91,8 
Sara a a 75,6 86,9 


Lésliches 27. LII. 
0,0534 g Subst. verbr. 3,167 ecm n/10-Na,S,O3. J.-Z. 75,3 
0,1244g _s,, » 1,275 ecm n/10-KOH. Ber. 1,673 cem N,-Z. 76,2 °/, 
Kontrolle 8. LY. 
0,0524 g Subst. verbr. 3,028 eem n/10-Na,S,O3. J.-Z. 73,3 
1216 ¢g =, »  1,483eem n/10-KOH. Ber. 1,635cem N.-Z. 90,7 °/, 
Lésliches 8. LV. 
0,0536 g Subst. verbr. 3,404 cem n/10-Na,S,0. J.-Z. 80,6 
0,1322g  ,, »  1,583eem n/10-KOH. Ber. 1,778cem N.-Z. 86,2 /, 
Lésliches 9. V. 


0,0588 g Subst. verbr. 3,50 eem n/10-Na,S,Q,. J.-Z. 15,6 
0,0660g __,, »  0,771eem n/10-KOH. Ber. 0,886cem N.-Z. 86,9 °%/, 
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Fraktionierte Faillung der wiBrigen Cephalinemulsion 
mit Alkohol. 


6 g Cephalin werden mit destilliertem Wasser zur Emulsion 
angerieben, auf 70 ccm aufgefiillt, 70 ccm Alkohol dazu gegeben 
und zentrifugiert. Das Filtrat wird mit weiteren 35 ccm Alkohol 
geflockt, die abzentrifugierte Fliissigkeit noch einmal mit 105 ccm 
Alkohol versetzt und das Filtrat des hierbei ausgefallenen Cephalins 
im Vakuum vom Alkohol befreit, eingeengt und zentrifugiert. Die 
Jod- und Neutralisationszahlen der vier Teile sind der Reihe 


der Flockung nach: 











J.-Z. N.-Z. 

I 75,1 16,3 

II 74,5 76,8 

Iil 74,9 81,3 

IV 72,2 84,0 
Kontrolle 27. II 74,7 92,0 


Jodzahlbestimmungen. 


0,0586 g Substanz verbr. 3,469 cem n/10-Na,S,0O, J.-Z. 75,1 
0,0550 g ‘ », 3,230 ecm ~ » =e 
0,0544 g - » 3,209 cem - = 192 
0,0588 g 9 » 3,344 ccm - 9» 2,2 


Neutralisationszahlbestimmungen. 
0,1368 g Subst. verbr. 1,404 cem n/10-KOH. Ber. 1,839 ccm N.-Z. 76,3°/, 


0,1328 g__s,, 5» 1,371 cem ‘ 5 1,786 cem » 
0,1384 g¢ SC, » 1,513 cem i » 1,861 ccm » 88 
0,1346 g SC, » 1,521 cem _ 5 1,810 ecm », 84,0 


Fallung der wiBrigen Cephalinemulsion mit Aceton. 


1 g Cephalin wird mit Wasser zu einem dicken Brei an- 
gerieben und die Emulsion dann mit Aceton geflockt. Der ab- 
zentrifugierte Teil wird mit Aceton gewaschen und analysiert. 


0,0562 g Subst. verbr. 3,299 cem n/10-Na,S,O, J.-Z. 74,5 
0,1346g¢ =, » 1,483 cem n/10-KOH. Ber. 1,810 ccm N.-Z, 82,1°/, 
Kontrolle 27. III. J.-Z. 14,7 


. . N.-Z. 92,0°/, 
Ein weiterer Versuch ergab: 


0,0572 g Subst. verbr. 2,297 eem n/10-Na,S,0, J.-Z. 50,97 
0,0586 gC, » 0,687 cem n/10-KOH. Ber. 0,788 ccm N.-Z. 87,2 °/, 


Kontrolle 2. V. 
0,0548 g Subst. verbr. 2,088 cem n/10-Na,S,O, J.-Z. 48,4 
0,0536 g ss, », 0,732 eem n/10-KOH. Ber. 0,721 eem N.-Z. 101,6° 
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Fillung einer Cephalin—Atherlésung 
durch wiBrigen Alkohol. 

8 g Cephalin werden in 40 ccm Ather gelést und je 10 ccm 
zu 40ccm Alkohol verschiedenen Wassergehalts gegossen. 96°/ iger 
Alkohol bewirkt die bekannte tlockige Cephalinfillung. Aus stark 
verdiinntem Alkohol erscheint das Cephalin in mehr fliissigem 
Zustand. Jede Fallung wird abzentrifugiert und nach einmaligem 
Nachwaschen mit ein paar Tropfen Alkohol im Vakuum getrocknet. 
Die Filtrate werden im Vakuum zur Trockne eingedampft und 
die hierbei verbleibenden Riickstiinde ebenfalls analysiert. 


Jodzahlen des fiillbaren Anteils. 


95°/,Alkohol: 0,0550 g Subst. verbr. 2,000 ecm n/10-Na,S,O, J.-Z. 46,2 
50 » 005682 ,, » 2,195 cem . » 49,0 
40) , 0,0582¢ ,, » 2,147 cem _ » 51,2 
35 - 0,0554 g m= 5» 2,293 com ™ » om 


Neutralisationszahlen des fiillbaren Anteils. 

95°/, Alkohol: 

0,0566 g Subst. verbr. 0,944 cem n/10-KOH. Ber. 0,761 ccm N.-Z. 124,0°/, 
50°), Alkohol: 

0,0528 g Subst. verbr. 0,719 cem n/10-KOH. Ber. 0,710 eem N.-Z. 101,3 
40°/, Alkohol: 

0,0558 g Subst. verbr. 0,742 eem n/10-KOH. Ber. 0,750 cem N.-Z. 98,9 
35°/, Alkohol: 

0,0578 g Subst. verbr. 0,805 eem n/10-KOH. Ber. 0,777 cem N.-Z. 103,6 

Jodzahlen des léslichen Anteils. 
95°/, Alkohol: 0,0642 g Subst. verbr. 3025 cem n/10-Na,S,0O, J.-Z. 59,8 


50 ¥. 0,0570 gs, » 1,610 ecm ‘ 5» 39,9 
40 - 0,0552 ¢ ~=OCy » 1,708 cem ‘s » 298 
35 ‘ 0,0500 g_—S, » 1,610 cem ‘e » 40,9 


Neutralisationszahlen des léslichen Anteils: 
95°/, Alkohol: 
0,0492 g Subst. verbr. 0,657 ecm n/10-KOH. Ber. 0,662 cem N.-Z. 99,3°/, 
50°/, Alkehol: 
0,0592 g Subst. verbr. 1,153 eem n/10-KOH. Ber. 0,796 cem N.-Z. 144,8 
40°/, Alkohol: 
0,0550 g Subst. verbr. 0,888 cem n/10-KOII. Ber. 0,739 ecm N.-Z. 120,1 
35°/, Alkohol: 
0,0540 g Subst. verbr. 1,003 eem n/10-KOH. Ber. 0,726 cem_ N.-Z. 138,1 
Die gleichen Ergebnisse zeigen entsprechende Versuche mit 
anderem Ausgangsmaterial. 


Versuch vom 27. III. 30. 
Jodzahlen des fillbaren Anteils: 
95°/, Alkohol: 0,0524 g Substanz verbr. 3,028 eem n/10-Na,S8,0, J.-Z. 73,3 
50 ,  0,0620g 4 1 3,653 eem a » 74,8 
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Neutralisationszablen des fiaillbaren Anteils. 
95°/, Alkohol: 
0,1216 g Subst. verbr. 1,483 eem n/10-KOH. Ber. 1,635 ecm N.-Z. 90,7°/, 


50°, Alkohol: 
0,1228 g Subst. verbr. 1,380 cem n/10-KOH. Ber. 1,651 cem N.-Z. 83,6 


Versuch vom 14. V. 30. 
Jodzahlen des fiillbaren Anteils. 


95°/, Alkohol: 0,0512 g Substanz verbr. 2,55 eem n/10-Na,S,0,  J.-Z. 63,2 
50 " 0,0572 g ” » 2,95 ccm - » 65,5 


Neutralisationszahlen des fiillbaren Anteils. 
95°/, Alkohol: 
0,0584 g Subst. verbr. 0,707 ecm n/10-KOH. Ber, 0,755 cem N.-Z. 90,0°/, 
50°/, Alkohol: 
0,0516 g Subst. verbr. 0,484 cem n/10-KOH. Ber. 0,694 cem N.-Z, 69,8 
35°/, Alkohol: 
0,0556 g Subst. verbr. 0,575 cem n/10-KOH. Ber. 0,748 com N.-Z. 76,9 
Die Abhingigkeit der Jodzahl des fillbaren Anteils von der Konzen- 
tration des Alkohols zeigen folgende Analysen: 
90°/, Alkohol: 0,0554 g Substanz verbr. 16,78 eem n/50-Na,S,0, J.-Z. 76,9 


70 - 0.0628 g - » 18,86 cem on 9 «46,2 
60 * 0,0667 g ‘ » 19,64 ecin 9 a 
50 ‘i 0,0588 g - 5 18,77 ecm - a S 
49 +s 0,0121 g 9 - 4,06 ccm ‘i 9 89,2 
80 pi 0,5094 g “ » 15,99 ecm ‘i oo em 
70 * 0,5020 g -" » 15,95 eem 4 », 80,6 
60 % 0,5026 g ” » 16,01 cem - » 80,9 
50 ¥ 0,5053 g s » 16,85 ecm - ~ SA 
45 - 0,5148 g ” » 19,59 ccm “ » 96,6 


Die Analysen wurden unter Mithilfe von Fraulein R. Hichtl 
ausgefiihrt, der wir auch an dieser Stelle herzlich danken michten. 


Zusammenfassung. 


Das Cephalin erleidet beim Liegen an der Luft eine oxydative 
Veriinderung, die sich an Hand der Abnahme der Jodzahl ver- 
folgen 1iBt. Parallel dazu sinken die Werte fiir Kohlenstoff, 
Wasserstoff und Stickstoff. Der Phosphorgehalt bleibt konstant, 
steigt aber niemals. Die Neutralisationszahl steigt. Eine Ver- 
inderung aller dieser Werte bei Cephalin, das unter Alkohol auf- 
bewahrt wurde, ist nicht zu bemerken. Bei Cephalinen verschie- 
dener Darstellung zeigen sich die gleichen Beziehungen zwischen 
Jodzahl und Elementaranalyse. 
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Cephalin laBt sich wie Lecithin mit Eisen als Katalysator 
durch Luftsauerstoff oxydieren. Essigsiurezusatz ist dabei nicht 
notig. Das erhaltene Material zeigt in seinen Analysenwerten die 
gleiche RegelmaBigkeit wie das durch Luftoxydation erhaltene. 

Die Reinigung des Cephalins mit Salzséure nach Frinkel 
und Neubauer fihrt zu einem aschefreien Material, aber nur in 
50°/,iger Ausbeute. Die Hauptverluste sind durch ein alkohol- 
lésliches Produkt bedingt, das sich in bezug auf Jod- und Neu- 
tralisationszahl nicht vom alkoholunléslichen Cephalin unterscheidet, 
aber bei der Elementaranalyse ganz andere Werte gibt. 

Durch Umfillen des gereinigten Cephalins ist eine gewisse 
Aufteilung des Komplexes zu erreichen. Bei Ather—Alkohol- 
umfallungen wird die Komponente mit niedrigerer Jod- und hoherer 
Neutralisationszahl abzentrifugiert, wihrend die andere in Lésung 
bleibt. Umfillungen in Gegenwart von Wasser fiihren stets zu 
Produkten mit niedrigerer Neutralisationszahl und héherer Jodzahl. 
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Uber die hoch-ungesittigten Fettsiuren der Phosphatide aus 
verschiedenen Organen. 


(2. Mitteilung iber Phosphatide.!) 


Von 
E. Klenk und 0. v. Schoenebeck. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Dezember 1930.) 


Vor kurzem?!) berichtete der eine von uns iiber das Vor- 
kommen einer hoch-ungesiattigten Fettsiure der C,, ...-Gruppe 
in der Cephalinfraktion des Gehirns. Wir haben inzwischen die 
Untersuchungen in dieser Richtung weiter ausgedehnt. Da der- 
selbe Gegenstand zur Zeit auch von anderen Seiten (P. Miller’), 
Brown und Ault’), Turner‘) bearbeitet wird, so méchten wir 
hier in vorliufiger Form die bis jetzt vorliegenden Ergebnisse 
kurz mitteilen. 

Es wurde festgestellt, daB diese oder eine ahnliche Fettsiure 
der C,,...-Gruppe auch in der Lecithinfraktion des Gehirns, 
auBerdem in den Phosphatiden der Rindsleber vorhanden ist. Die 
Abtrennung der hoch-ungesiattigten Fettsiuren von den auf die 
iibliche Weise dargestellten Gesamtfettsiiuren erfolgte mit Hilfe 
der Lithiumsalz—Acetonmethode nach Tsujimoto.5) Die Fett- 
siuren wurden sodann in die Methylester iibergefiihrt und im 
Hochvakuum fraktioniert destilliert. Die héchst siedenden Frak- 
tionen waren in beiden Fallen am stirksten ungesattigt (Fr. aus 
Gehirnlecithin: Jz. 280; Fr. aus Leberphosphatiden: Jz. 249), 
Sie wurden hydriert. Die Verseifung der 2—3 mal aus Methyl- 
alkohol umkrystallisierten Methylester (Schmelzp. 51,5—52° bzw. 
52°) fihrte zu Behensiure. Glinzende Blattchen. Schmelz- 
punkt 79—79,5° bzw. 80,5—80,8°. Die Mischprobe mit aus 





) 1. Mitteilung: Diese Z. 192, 217 (1930). 

*) Arch. f. exper. Path. 147, 219, 235, 240 (1930). 
*) J. of biol. Chem. 89, 167 (1930). 

*) Biochemie. J. 24, 1827 (1930). 

*) Journ. Chem. Ind. Tokio 23, 272 (1920). 
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Erucasiiure durch Hydrierung gewonnener Behensiure (Schmelz- 
punkt 80,5—81°) zeigte keine Schmelzpunktsdepression. 


Fiir C,,H,,0, Aquiv.-Gew. 
Ber. 77,56°/, C 13,03°/, H 340,36 
Gef. 77,6 12,9 340 (aus Gehirnlecithin) 
11,8 13,0 842; 340 (aus Leberphosphatiden). 


Die Mengen dieser hoch-ungesiittigten Fettsiuren, unter 
welchen offenbar die Siuren der C,, ...-Gruppe vorherrschen, 
ist nicht unbetrichtlich, Aus 27 g Gesamtfettsiiuren der Leber- 
phosphatide wurden 10,5 g hoch-ungesiittigte Fettsiiuren erhalten. 
Destillation der Methylester im Hochvakuum ergab dann: 1. Fr.: 
0,77 g, Jz. 143; 2. Fr.: 4,20 g, Jz. 222; 3. Fr: 4,15 g, Jz. 249. 

Durch Bromierung der hoch-ungesiittigten Fettsiiuren aus 
Leberphosphatiden bekommt man neben gréberen Mengen ither- 
léslichen Produkten auch einen iitherunléslichen Bromkérper. 
Nach seinen Eigenschaften und der elementaren an 
(gef. 24, 70 C, 3,5°/, H, 68.2°/, Br; fiir C,,H,,Br,O, _ ber. 
25,43°/, €, 3 ,42°/, H, 67,76°/, Br) zeigt er a ‘Cow 
einstimmung mit Sholichea 8 Substanzen, die schon vielfach aus 
Phosphatiden von verschiedenen Organen, insbesondere der Leber, 
gewonnen wurden und die allgemein als bromierungsprodukt einer 
Siiure C,,H,,O, (Arachidonsiiure) angesprochen werden. Indessen 
fiihrte die Entbromierung unseres Bromkérpers und nachfolgende 
katalytische Hydrierung zu einem Siiuregemisch, aus welchem durch 
Reinigung iiber den Methylester Behensiure vom Schmelzp. 79° 
und dem Aquivalentgewicht 339,5 isoliert wurde. 

Die Angaben iiber das Vorkommen einer Saure C,,H,,0, 
(Arachidonsiiure), die im wesentlichen auf die Schwerldslichkeit 
des Bromierungsprodukts in Ather oder anderen Lisungsmitteln 
und auf die Elementaranalyse des letzteren sich griinden, dirften 
demnach mit Vorsicht aufzunehmen sein. Es spricht alles dafiir, 
daB hoch-ungesittigte Fettsiuren der C,,...-Gruppe in den Phos- 
phatiden tierischen Ursprungs weit verbreitet sind. So haben wir 
ihr Vorhandensein auch im Kilecithin durch Abtrennung einer 
Siiure von den EKigenschaften der Behensiure (Schmelzp. 80—81°, 
Aquiv.-Gew. 339; 338) aus den hydrierten hoch-ungesattigten Fett- 
siiuren nachgewiesen. 

Inwieweit in den untersuchten Fiillen neben den Siiuren der 
(,,...-Gruppe auch noch hoch-ungesattigte Fettsiuren mit niederer 
Kohlenstotizahl, insbesondere solche der C oo :++-Gruppe vorkommen, 
bedarf noch der weiteren Aufklirung. 





